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RESUMO 
 
A planta Ocimum gratissimum L. é muito utilizada na medicina popular para tratar 
condições dolorosas. Assim, o presente estudo avaliou a atividade 
antihipernociceptiva do óleo essencial de Ocimum gratissimum (OEOg) e seus 
princípios ativos isolados (eugenol, trans-cariofileno e mirceno) no modelo de dor 
neuropática induzida pela injúria por constrição crônica do nervo ciático. Para todos 
os experimentos realizados foram utilizados camundongos machos adultos da 
linhagem C57BL/6J. Testes preliminares, como triagem farmacológica e rota-rod 
foram feitos para direcionar a pesquisa e determinar os efeitos adversos das 
substâncias testadas. Poucas alterações foram observadas nesses testes. Os 
animais tratados com trans-cariofileno apresentaram poucos indícios de toxicidade, 
como alterações comportamentais, bioquímicas e histopatológicas. Já o mirceno, 
quando administrado na dose de 250 e 500 mg/kg, promoveu aumento das enzimas 
hepáticas aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase, além de aumento 
no peso relativo do fígado e alterações morfológicas hepáticas. Nos testes para 
averiguar a antinocicepção aguda e crônica, os camundongos foram tratados por via 
oral com óleo de milho (grupo controle), 5 mg/kg de morfina (controle positivo dor 
aguda- ip), 20 mg/kg de pregabalina (controle positivo dor neuropática – ip), OEOg 
nas doses de 10, 20 ou 40 mg/kg, eugenol, trans-cariofileno ou mirceno nas doses 
de 1, 5 ou 10 mg/kg. No teste da placa quente, para avaliar limiar nociceptivo, todos 
os xenobióticos testados foram eficazes em aumentar significativamente a latência 
para os animais lamberem a(s) pata(s), mesmo 4 horas após a administração, 
quando comparados com o grupo controle. No teste da formalina na pata, as 
substâncias utilizadas como tratamento foram efetivas em minimizar a dor dos 
animais na primeira e segunda fase do teste, mostrando efeito benéfico contra a dor 
neurogênica e inflamatória. Com relação aos testes de dor neuropática, o tratamento 
com 20 e 40 mg/kg do óleo essencial da planta e as doses 5 e 10 mg/kg dos 
princípios ativos foram capazes de promover antihipernocicepção, tanto no teste 
mecânico (von Frey) quanto térmico (placa quente). Os experimentos para investigar 
o possível mecanismo de ação das drogas testadas indicaram o envolvimento do 
sistema opióide. Os dados do teste para elucidar o mecanismo de ação do trans-
cariofileno também comprovaram a participação do sistema canabinóide via receptor 
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CB2, uma vez que o efeito foi revertido pelo antagonista CB2 JWH-015. O eugenol 
apresentou efeito antihipernociceptivo equivalente ao antagonista TRPV1, 
(SB366791), sugerindo que o efeito antinociceptivo seja também devido ao bloqueio 
de receptores vanilóides. Em síntese, nossos achados corroboram com os relatos da 
literatura de que o OEOg e seus princípios ativos isolados possuem atividade 
antinociceptiva em modelos de dor aguda e comprovam o efeito antihipernociceptivo 
nos testes de dor neuropática. A presença de atividade biológica da planta justifica o 
uso popular, o que incentiva a realização de outros estudos, principalmente no que 
diz respeito aos seus constituintes e seus respectivos mecanismos de ação. 
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ABSTRACT 
 
Ocimum gratissimum L. is used in popular medicine to treat painful diseases. The 
antihypernociceptive properties of O. gratissimum essential oil (OgEO) and of three 
of its active principles (eugenol, trans-caryophyllene and myrcene) were tested in a 
model of neuropathic pain induced by chronic constriction injury of the sciatic nerve. 
For all experiments, we used adult male C57BL/6J mice. Pharmacological screening 
and rota-rod test were done to direct the research and determine the adverse effects 
of the drugs tested. The parameters evaluated in these tests have not changed. 
Animals treated with trans-caryophyllene showed little evidence of toxicity, such as 
behavioral, biochemical, and histopathological modifications. When administered at a 
dose of 250 and 500 mg/kg, myrcene increased the liver enzymes aspartate 
aminotransferase and alanine aminotransferase, increased the relative weight of the 
liver, and promoted morphological changes in the liver. In tests to determine acute 
and chronic antinociception, mice were treated orally with corn oil (control group, po), 
morphine (positive control acute pain - 5 mg/kg, ip), pregabalin (positive control 
neuropathic pain - 20 mg/kg, ip), or OgEO, at doses of 10, 20 or 40 mg/kg, eugenol, 
myrcene or trans-caryophyllene at doses of 1, 5 or 10 mg/kg. In the hot plate test, to 
determine the nociceptive threshold, all drugs tested significantly increased the 
latency to lick the paw(s), even 4 hours after administration, compared to the control 
group. In the formalin test, the substances used as treatment were effective in 
minimizing the pain of the animals in the first and second phases of the test, showing 
beneficial effect against neurogenic and inflammatory pain. Regarding the tests to 
evaluate neuropathic pain, the treatment with 20 and 40 mg/kg of the OgEO and at 
doses of 5 and 10 mg/kg of the active principles were able to promote 
antihypernociception in both  mechanical (von Frey) and thermal (hot plate) tests. 
Experiments to investigate the possible mechanism of action of the drugs tested 
indicated the involvement of the opioid system. The experiment to elucidate the 
mechanism of action of trans-caryophyllene also evidenced participation of the 
cannabinoid system (CB2 receptor), because the effect was reversed by the CB2 
antagonist JWH-015. The eugenol had an equivalent antihipernociceptive effect 
compared to TRPV1 antagonist SB366791, suggesting that the antinociceptive effect 
was also due to blockade of vanilloid receptor. Our findings corroborate the literature 
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claims that the OEOg and their isolated active principles possess antinociceptive 
activity in acute pain models and confirm the antihipernociceptive effect in 
experimental neuropathic pain. The evidence for biological activity of the plant 
justifies the popular use, which, in turn, encourages further studies, particularly 
regarding its constituents and their mechanisms of action. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Conceito de dor 
A dor é uma submodalidade da sensação somática, ligada ao tato, pressão e 
propriocepção, alertando sobre os danos que devem ser evitados e tratados 
(Melzack e Wall, 1965). A Associação Internacional de Estudo da Dor (IASP, 2011) 
define dor como “uma sensação desagradável, que varia desde desconforto 
moderado a agonia, associada a um processo destrutivo dos tecidos que se 
expressa através de uma reação orgânica e emocional”.  
O processo doloroso tem como propósito alertar o organismo sobre estímulos 
nocivos que podem provocar lesão tecidual, permitindo que mecanismos de defesa 
e fuga sejam adotados (Millan, 1999). A existência de vários tipos de dor pode ser 
descrita a partir da identificação de quatro principais categorias: nocicepção, 
percepção da dor, sofrimento e comportamento da dor (Loeser e Melzack, 1999). 
Nocicepção é a detecção do dano tecidual e a ativação dos nociceptores, levando a 
produção de potenciais de ação, que conduzirão a informação a ser interpretada 
(sensação dolorosa) através de fibras aferentes primárias C ou fibras A-delta (Aδ) 
para os centros superiores (Loeser e Melzack, 1999; Julius e Basbaum, 2001). A 
percepção da dor procede de um estímulo nocivo, cujos sinais são interpretados 
pelo sistema nervoso (Schaible e Richter, 2004). O sofrimento é uma resposta 
negativa induzida pela dor e também pelo medo, ansiedade, estresse e outros 
estados psicológicos, que comprometem a integridade de uma pessoa (Millan, 
1999). Portanto, além da experiência sensorial chamada de dor, estímulos nocivos 
produzem eventos comportamentais, incluindo o reflexo de retirada (Sherrington, 
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1906), respostas autonômicas (Schmidt e Weller, 1970), excitação, comportamento 
aversivo, alterações endócrinas e outras respostas afetivas (Bonica, 1990). 
 
1.2. Nociceptores 
Os receptores de dor (nociceptores) estão presentes em terminações 
nervosas livres, sensíveis a estímulos dolorosos, ligadas às fibras mielínicas Aδ e 
amielinicas C, presentes nas estruturas superficiais e profundas do tecido cutâneo, 
parede das vísceras e dos vasos sanguíneos, músculos, periósteos e articulações 
(Zimmermann, 1976). 
A classificação dos nociceptores é feita de acordo com o estímulo a que eles 
respondem. Os receptores polimodais estão presentes nos tecidos cutâneos, 
respondendo aos estímulos térmicos, mecânicos e químicos nocivos. Já os 
mecanorreceptores (respondem a estímulos mecânicos intensos de alto limiar) e os 
mecanotérmicos (respondem a estímulos mecânicos e térmicos moderados) são 
encontrados na periferia (Besson, 1999; Scholz e Woolf, 2002). Existem ainda os 
nociceptores silenciosos, encontrados nas vísceras e tecido cutâneo. Esses são 
ativados em condições patológicas, como nos processos inflamatórios associados 
ao fenômeno de hiperalgesia (Besson, 1999), ocorrendo uma alteração no limiar de 
disparo de resposta dos nociceptores e fazendo com que esse limiar seja atingido 
mais facilmente (Riedel e Neeck, 2001). Dessa forma, tem-se um fenômeno 
metabólico alterando as características responsivas das células neuronais. Essa 
sensibilização via alterações metabólicas se dá por ativação de mecanismos 
acionados por mediadores inflamatórios e eventos como a fosforilação de canais 
iônicos diferentes dos envolvidos na nocicepção (Millan, 1999). Assim, o bloqueio 
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direto ou indireto dessas alterações metabólicas pode levar ao estado de analgesia 
(Rukwied et al., 2008). 
 
1.3. Mecanismos envolvidos na transmissão dolorosa 
A integração do fenômeno doloroso no sistema nervoso central (SNC) é um 
processo neurológico extremamente complexo, em que basicamente os neurônios 
que conduzem os estímulos nociceptivos estão sujeitos à influência modulatória de 
outros neurônios, os quais liberam mediadores inibitórios ou excitatórios, sendo a 
transmissão dos estímulos dependente do balanço entre estas influências opostas 
(Riedel e Neeck, 2001).  
 
1.3.1. Vias ascendentes 
As vias de condução da dor são compostas por conjuntos de neurônios 
periféricos (fibras aferentes primárias) e por conjuntos de neurônios medulares 
(neurônios de segunda ordem). A transmissão dolorosa, que vai da periferia à 
medula espinal, é realizada por diferentes tipos de fibras nervosas (Mackenzie et al., 
1975). As fibras Aδ são de médio diâmetro, finamente mielinizadas, com velocidade 
de condução média, entre 5 e 30 m/s (correspondentes a 20% das fibras de dor e 
responsáveis pela dor rápida e aguda que é sentida após estimulação nociva) 
(Ertekin et al., 1975; Levante et al., 1978). As fibras C são não-mielinizadas, de 
pequeno diâmetro, com velocidade de condução menor (0,5 a 2 m/s) 
(correspondentes a 80% das fibras condutoras da dor e responsáveis pela dor lenta, 
difusa e prolongada) (Melzack e Wall, 1965; Levante et al., 1978; Bishop, 1980). As 
fibras Aδ respondem a estimulações mecânicas e térmicas enquanto as fibras C 
respondem a estímulos térmicos, mecânicos e químicos, sendo, por esse motivo, 
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chamadas de nociceptores polimodais (Zeveke et al., 1976; Price et al., 1977). As 
fibras mielínicas Aδ são diferentes das fibras Aβ, uma vez que essas últimas 
respondem a estimulação mecânica inócua (Melzack e Wall, 1965; Millan, 2002; 
Basbaum et al., 2009). 
As fibras aferentes primárias se dirigem do gânglio espinhal para o corno 
posterior da medula espinhal, o qual apresenta uma organização laminar numerada 
de I a X (Price e Mayer, 1974). As fibras Aδ e C transferem a informação nociceptiva 
para a lâmina superficial (lâmina I e II) (Trevino, 1978) e para a lâmina profunda (V e 
VI) no corno dorsal, como também para a lâmina circuncanular (lâmina X) (Millan, 
2002). 
As fibras de primeira ordem fazem sinapse no corno dorsal da medula 
espinhal com neurônios de segunda ordem e esses cruzam a medula espinhal para 
ascender no trato espinotalâmico, chegando até suas fibras terminais localizadas 
principalmente no tálamo (Applebaum et al., 1975; Honda et al., 1983). No tálamo, 
neurônios de terceira ordem emitem seus axônios através da capsula interna para o 
córtex somotosensório, onde ocorre a somatização do estimulo nocivo, ou ainda 
emitem axônios para o giro cingulado anterior, responsável pelo componente 
emocional da dor (Menetrey et al., 1977; Tracey e Mantyh, 2007). 
Existem dois sistemas ascendentes de condução da informação nociceptiva 
distintos. O primeiro, filogeneticamente mais antigo, é formado pelos tratos 
paleoespinotalâmico, espinorreticular, espinomesencefálico e proprioespinal e 
trafega medialmente pelo tronco cerebral. Esse sistema conduz a dor de modo lento 
e possui forte conotação afetiva, motivando reações comportamentais defensivas. Já 
o segundo, mais recente, é formado pelos tratos neoespinotalâmico, espinocervical 
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e núcleos da coluna dorsal, seguindo curso lateral pelo tronco cerebral. É 
responsável por conduzir a dor rapidamente (Millan, 2002).  
 
1.3.2. Vias descendentes 
As vias descendentes provenientes de estruturas cerebrais desempenham 
papel importante na modulação e integração da informação dolorosa no corno dorsal 
da medula espinhal (Basbaum e Fields, 1979; Millan, 1999). Estas vias originam-se 
no tronco cerebral e outras estruturas como hipotálamo, córtex e tálamo, bem como 
o núcleo magno da rafe (NRM), substância cinzenta periaquedutal (PAG) e 
estruturas adjacentes da medula rostroventromedial (RVM) (Millan, 2002; Vanegas e 
Schaible, 2004). A noradrenalina, serotonina, endorfina e em menor proporção a 
dopamina são os principais componentes dos mecanismos descendentes da dor 
(Gascon, 1964; Alhaider et al., 1991; Sawynok e Reid, 1996). Esse sistema é 
conhecido como Sistema Analgésico Endógeno, o qual é capaz de interferir em 
estruturas da medula levando a uma modulação da dor. 
 
1.4. Neuroquímica da dor 
Na maioria dos casos, a estimulação das terminações nociceptivas periféricas 
é de origem química (Carvalho e Lemonica, 1998). Estímulos mecânicos ou térmicos 
excessivos podem levar a um quadro de dor aguda, porém a persistência da dor 
depois de retirada do estímulo nocivo depende da liberação de substâncias 
algogênicas que promovem estimulação química dos aferentes da dor (Giordano, 
2005; Shimoyama et al., 2005; Ueda, 2006). Entre as substâncias químicas 
liberadas e responsáveis pela ativação desses nociceptores estão os metabólitos do 
ácido araquidônico (como as prostaglandinas), histamina, serotonina, bradicinina, 
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citocinas (como as interleucinas), óxido nítrico, substância P, adenosina trifosfato, 
aminoácidos excitatórios (principalmente glutamato) e aminoácidos inibitórios (ácido 
gama-aminobutírico e glicina) (Vanegas e Schaible, 2001; Giuliano e Warner, 2002; 
Ueda, 2006). Outras substâncias envolvidas na transmissão e modulação dolorosa 
são acetilcolina, serotonina, noradrenalina, polipeptídeos vasoativos, colecistocinina, 
enzimas proteolíticas, peptídeos endógenos entre outras (Cailliet, 1990; Calixto et 
al., 2000; Rasmussen e Farr, 2009). 
A lesão tecidual, estímulo nociceptivo periférico, inicia um ciclo de eventos 
que depende dessas substâncias para acontecer e tem por objetivos: identificar o 
local da lesão, gerar um sinal de alerta, gerar uma resposta fisiológica e, por fim, 
ativar mecanismos modulatórios (Scholz e Woolf, 2002). Esses objetivos são 
alcançados por meio de: 1) a tradução do sinal, que é a transformação do sinal 
químico que gerou o estímulo em sinal elétrico nos nociceptores; 2) a transmissão, 
que é a condução do estímulo, agora elétrico, da periferia até a medula espinhal e 
dessa até os centros superiores; 3) a modulação, que é a interferência dos centros 
superiores ou da própria medula, causando diminuição ou aumento do sinal elétrico 
em nível espinhal; e, por fim, 4) a percepção cognitiva, que corresponde à 
elaboração sensorial, afetiva, avaliativa e motivacional desse estimulo (Vanegas e 
Schaible, 2004).   
 
1.5. Dor aguda e Dor crônica 
O fenômeno doloroso pode ser classificado em agudo e crônico. A dor aguda 
é uma consequência imediata da ativação do sistema nociceptivo, devido a uma 
lesão tecidual que pode promover o aparecimento de alterações neurovegetativas e 
neuroendócrina (Noordenbos, 1960b). Na dor aguda, a tradução dos estímulos 
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nocivos se dá por ativação elétrica dos nociceptores das terminações periféricas 
ligadas às fibras amielínicas do tipo C e mielínicas do tipo Aδ por receptores 
específicos ou canais iônicos sensitivos ao calor, estímulos químicos, mecânicos e 
frio. Essa ativação é conduzida para a medula espinhal e, depois, ao córtex, onde a 
sensação dolorosa é experimentada. Este tipo de dor é também verificado em 
resposta fisiológica a estímulos associados com cirurgia, trauma ou doenças 
agudas, como consequência de uma lesão tissular (Melzack e Wall, 1965). 
A dor crônica é definida por sua persistência e está geralmente associada às 
alterações das vias que transmitem a dor, levando a uma transmissão crônica dos 
sinais dolorosos (Melzack e Wall, 1965). É uma síndrome complexa, com 
mecanismos biológicos pouco esclarecidos, envolvendo componentes inflamatórios 
e imunológicos. Esse tipo de dor está associado a processos patológicos crônicos 
que causam dor contínua ou recorrente em intervalos de meses ou anos (Riedel e 
Neeck, 2001). Quando a dor está associada à lesão ou doença do sistema nervoso 
periférico ou central, é denominada neuropática (Treede et al., 2008). Tecidos 
lesionados e inflamados liberam mediadores químicos que ativam as respostas aos 
estímulos de nociceptores aferentes, caracterizando a dor crônica ou inflamatória.  
Também estão associadas à dor crônica manifestações como alodínia e 
hiperalgesia. A alodínia é definida como uma redução no limiar de dor até um ponto 
em que mesmo estímulos inócuos promovam dor. A hiperalgesia, por sua vez, é o 
fenômeno que ocorre devido à sensibilização das terminações nervosas 
nociceptivas, levando a um aumento da sensibilidade dolorosa (Noordenbos, 1960a; 
Melzack e Wall, 1965; Besson, 1999; Millan, 1999). Alodínia e hiperalgesia 
frequentemente coexistem e na prática pode ser de difícil diferenciação. A dor 
crônica pode ser leve ou excruciante, debilitante, causar depressão, diminuição da 
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qualidade de vida e do sono, necessitar de amputação de extremidades, e ter uma 
variedade de sintomas clínicos. Afeta até 5% da população, 70% dos pacientes com 
câncer avançado e doenças inflamatórias, e 95% dos pacientes com lesões na 
medula espinhal e nervos periféricos (Santiago e Kuffer, 2009). 
Acredita-se também que diferentes mecanismos estão envolvidos nos 
processos dolorosos de origem crônica, tais como mudanças na expressão dos 
canais iônicos, ativação de axônios por mediadores inflamatórios e de fibras lesadas 
pelo sistema nervoso simpático (Zimmermann, 2001). Em terminações nervosas 
lesionadas também ocorre expressão de diferentes receptores, como os de 
histamina, serotonina, bradicinina, fatores de necrose tumoral α (TNFα), 
prostaglandinas e adrenoceptores. Esses receptores podem ser expressos em 
condições normais, porém, em casos de lesão do nervo, eles sofrem modificações 
que levam à sensibilização e medeiam as sensações do processo de dor 
neuropática (Zimmermann, 1992). As alterações prolongadas no SNC modificam a 
expressão gênica nas células nervosas e esse processo pode ser avaliado pelo 
estudo da expressão dos chamados “genes de expressão imediata”, que são 
utilizados como marcadores da atividade neuronal. O processamento sensorial na 
medula espinhal durante processo de dor crônica pode ser monitorado pela 
expressão de c-fos, egr-1 e c-jun (Lanteri-Minet et al., 1993). 
 
1.6. Modelos experimentais para o estudo da dor neuropática  
Muitas pesquisas foram realizadas nas últimas décadas com o intuito de 
desvendar os possíveis mecanismos envolvidos na dor neuropática, e assim, 
desenvolver tratamentos mais efetivos. No entanto, para tentar entender esses 
mecanismos de maneira mais aprofundada, foram desenvolvidos inúmeros modelos 
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de experimentação em animais, uma vez que, em humanos, só é possível medir a 
dor evocada e espontânea através de escalas e dor de questionários aplicados.  
A maioria dos modelos experimentais descritos na literatura foi desenvolvida 
em ratos a partir de lesões periféricas traumáticas, metabólicas ou tóxicas 
(Kraychete et al., 2008). Na Figura 1 estão esquematizados somente os modelos 
que envolvem ligadura de nervos. 
 Ligadura do nervo espinhal: os nervos espinhais L5 e L6, que vão para a 
pata, são isolados e firmemente apertados por laço feito com fio de seda (Kim e 
Chung, 1992). 
 Ligadura ciática parcial: parte do nervo ciático é firmemente ligada por laço 
com fio de silicone, de modo que 1/3 a 1/2 da espessura do nervo seja abrangida 
pela ligadura (Seltzer et al., 1990). 
 Injúria por constrição crônica do nervo ciático: inclui a colocação de quatro 
ligaduras frouxas com fio cromado na porção média do nervo ciático de ratos 
(Bennett e Xie, 1988). Alguns anos após, a técnica foi adaptada para camundongos, 
com a realização de quatro ligaduras feitas com fio de seda (Sommer e Schäfers, 
1998; Martucci et al., 2008).  
 Lesão limitada do nervo: consiste na axotomia e ligadura dos nervos fibular 
e tibial posterior e poupado o sural. Essa técnica provoca alterações 
comportamentais de longa duração (Decosterd e Woolf, 2000). 
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Figura 1: Esquema dos modelos experimentais de dor neuropática periférica (Figura de 
acervo pessoal). Em destaque (vermelho), está representado o modelo de ICC, utilizado no 
presente trabalho. 
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Outras metodologias incluem a injeção intraperitoneal de estreptozocina para 
mimetizar neuropatia diabética ou de paclitaxel e vincristina para neuropatia induzida 
por quimioterapia (Courteix et al., 1993; Aley et al., 1996; Polomano et al., 2001). 
 
1.7. Analgésicos Naturais 
A dor neuropática ainda é um desafio para os pesquisadores clínicos e 
experimentais, uma vez que seus mecanismos são complexos e não ainda 
completamente conhecidos. Estudos têm demonstrado que a maioria dos pacientes 
tratados para essa patologia costuma não responder aos analgésicos comuns, 
sendo os antidepressivos tricíclicos e anticonvulsivantes os principais auxiliares no 
tratamento desse tipo de dor, seja de origem periférica ou central (Richeimer et al., 
1997; Finnerup et al., 2001). Com essa escassez de tratamentos eficazes, muitas 
substâncias têm surgido como protótipo de analgésicos, despertando o interesse de 
pesquisadores e da indústria farmacêutica. 
As plantas medicinais e seus princípios ativos isolados são exemplos disso, 
uma vez que os produtos naturais têm contribuído fortemente para o 
desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas através de seus metabólitos 
secundários (Calixto, 2000; Calixto et al., 2000). Esses são conhecidos por atuar de 
forma direta ou indireta no organismo, podendo inibir ou ativar importantes alvos 
moleculares e celulares como, por exemplo, receptores específicos, canais iônicos, 
produção ou ação de segundos mensageiros na expressão e transcrição de fatores 
como fator nuclear κB (NF-κB) e proto-oncogenes, ou ainda na expressão de 
moléculas pró-inflamatórias como citocinas, neuropeptídeos e proteases (Calixto et 
al., 2003). Porém, o maior obstáculo existente para a utilização terapêutica dos 
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produtos de origem vegetal no tratamento de várias doenças é a falta de estudos 
científicos que comprovem sua eficácia e segurança. 
Uma das plantas mais estudadas até o momento e com maiores evidências 
de sucesso no tratamento de dores persistentes é a Cannabis sativa, conhecida 
popularmente como maconha. Essa planta tem como constituintes químicos, os 
canabinóides, substâncias que mimetizam componentes naturalmente produzidos 
pelo corpo, como a anandamida e o 2-aracdonilglicerol. O Δ-9-tetrahidrocanabinol 
(Δ-9-THC) é o principal princípio ativo da Cannabis sativa, atuando em dois subtipos 
de receptores canabinóides do organismo: CB1 e CB2. Os receptores CB1 estão 
localizados em regiões cerebrais envolvidas na atividade motora, formação da 
memória, controle autônomo e processamento de informações dolorosas. Já os 
receptores CB2 são encontrados, em maior quantidade, nos sistemas imunológico e 
reprodutivo (Vaughan e Christie, 2000). O Δ-9-THC promoveu atividade 
antinociceptiva em camundongos e esse efeito foi bloqueado pelo pré-tratamento 
com antagonistas de receptores CB1, comprovando sua atuação em receptores 
canabinóides (Varvel et al., 2006). Outros estudos mostraram que tanto o extrato 
bruto quanto os princípios ativos isolados da planta foram capazes de reduzir de 
forma significativa a alodínia e hiperalgesia induzidas em diferentes modelos animais 
(Costa et al., 2007; Commeli et al., 2008; Yamamoto et al., 2008; Wilsey et al., 2013) 
e em estudos clínicos (Barnes, 2006; Wilsey et al., 2008, Borgelt et al., 2013). 
Além da Cannabis sativa, muitas outras plantas já foram testadas quanto ao 
seu potencial analgésico em modelos clássicos de dor (Almeida et al., 2001), porém 
poucos estudos foram realizados empregando-se modelos de dor neuropática em 
animais. Outra planta também estudada para dor neuropática induzida por ICC é a 
soja (Glicine Max L.), apresentando resultados benéficos em camundongos 
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(Valsecchi et al., 2008). Esses estudos evidenciam que as plantas medicinais e seus 
princípios ativos seriam eficazes no tratamento da dor neuropática em modelos 
animais.   
 
1.7.1. Ocimum gratissimum L. 
O Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae) é uma planta encontrada por todo o 
Brasil e amplamente utilizada na culinária como condimento, sendo conhecido 
popularmente como manjericão ou alfavaca (Almeida, 1993). Na região amazônica, 
o sumo das folhas é usado como cicatrizante, ao passo que o banho preparado com 
as folhas é considerado útil contra dores de cabeça, gripe e secreções das vias 
aéreas superiores (Lorenzi e Matos, 2002).  
É um arbusto lenhoso de ramos quadrangulares e pubescentes quando 
novos. Possui folhas pecioladas e flores roxo-pálidas ou amarelo-esverdeadas 
(Figura 2). As folhas e os caules são aromáticos, estimulantes, carminativos, 
diuréticos, muito recomendados contra a tosse e empregados especialmente em 
banhos contra moléstias nervosas (Tucakov, 1969; Correa, 1984). A essência obtida 
das folhas e flores goza de grande reputação contra dores de cabeça, além de ser 
muito utilizada como tempero e na fabricação de licores (Dro e Hefendehl, 1974; 
Vostrowsky et al., 1990). 
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Figura 2: Foto de arbusto de Ocimum gratissimum L. com sementes visíveis (foto fornecida 
pelo CPQBA, 2010). 
 
Muitos são os estudos realizados com plantas desse gênero, com sua maioria 
trazendo resultados positivos e demonstrando seu marcante potencial biológico. Até 
o presente momento, plantas dessa espécie apresentam atividade antimicrobiana 
(Orafidiya et al., 2001; Matasyoh et al., 2008; Ahonkhai et al., 2009), antidiarréica 
(Offiah e Chikwendu, 1999), antifúngica (Obot e Aluyi, 2002; Silva et al., 2005; Adjou 
et al., 2013), antioxidante (Hakkim et al., 2007; Ighodaro et al., 2009), antiacneica 
(Orafidiya et al., 2003), repelente (Usip et al., 2006; Oparaocha et al., 2010), 
hipotensora (Lahlou et al., 2004; Interaminense et al., 2005), gastroprotetora (Akah 
et al., 2007), hipoglicemiante (Aguiyi et al., 2000; Egesie et al., 2006) e 
antiinflamatória (Tanko et al., 2008). 
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Estudos realizados com o extrato aquoso de Ocimum gratissimum 
demonstraram que a administração por via intraperitoneal e por via oral apresentou 
atividade antinociceptiva e antiinflamatória em camundongos (Okiemy-Anissa, 2004; 
Tanko et al., 2008). O mesmo resultado foi encontrado quando o tratamento foi feito 
com o óleo essencial da mesma planta por via oral (Rabelo et al., 2003). 
O óleo essencial de plantas do gênero Ocimum possuem, em sua 
composição, constituintes químicos como o eugenol (geralmente componente 
majoritário), o mirceno e o trans-cariofileno (Trevisan et al., 2006; Rao et al., 2011), 
substâncias com atuação comprovada no sistema nervoso central (Freire et al., 
2006; Galindo et al., 2010).  
 
1.7.2. Eugenol 
O eugenol (Figura 3), cujo nome oficial segundo a IUPAC é 2-metoxi-4-(2-
propenil-fenol) é um fenilpropeno sintetizado em células vegetais a partir do 
aminoácido fenilalanina (Gang et al., 2001). É uma substância amarelada com odor 
forte e agradável encontrada no óleo essencial de muitas plantas medicinais, tais 
como cravo-da-índia, louro e manjericão (Costa, 2000). O eugenol vem despertando 
o interesse de muitos pesquisadores devido sua lipossolubilidade, baixa toxicidade e 
por possuir atividades farmacológicas relevantes (Leal-Cardoso et al., 2002). 
 
 
Figura 3: Estrutura química do eugenol. 
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Esse princípio ativo tem sido utilizado por décadas como analgésico e 
anestésico odontológico. Estudos mais recentes comprovaram propriedades 
farmacológicas como antioxidante (Taira et al., 1992; Kabuto et al., 2007), 
neuroprotetora (Won et al., 1998), hipotensora (Lahlou et al., 2004), 
anticonvulsivante (Zelger et al., 1983), anestésica (Sell e Carlini, 1976; Dallmeier e 
Carlini, 1981; Park et al., 2009), analgésica (Park et al., 2011) e antiinflamátoria 
(Chen et al., 2006).  
Embora os mecanismos de ação das atividades analgésica e anestésica do 
eugenol ainda não estejam bem elucidados, vários trabalhos tem demonstrado sua 
interação com receptores vanilóides (TRPV1) com uma potencial inibição da 
transmissão da dor (Cho et al., 2008; Li et al., 2008; Park et al., 2009; Moreira-Lobo 
et al., 2010). Outros estudos mostram sua ação em neurotransmissores envolvidos 
na sensibilidade dolorosa, com um efeito agonista do receptor gabaérgico A 
(GABAA) (Aoshima e Hamamoto, 1999) e antagonista do receptor glutamatérgico N-
metil-D-aspartato (NMDA) (Wie et al., 1997). 
 
1.8.2. Trans-cariofileno 
O trans-cariofileno (Figura 4) é um sesquiterpeno bicíclico de grande 
importância farmacológica. É encontrado em grande quantidade no óleo essencial 
da Cannabis sativa (Malingre et al., 1975), planta com potencial analgésico bem 
descrito na literatura, e em outras plantas muito utilizadas popularmente, como 
manjericão, limão, gengibre, copaíba, lavanda e outras (Carvalho Junior et al., 2004; 
Veiga-Junior et al., 2005; Kpadonou et al., 2012). Esse composto é amplamente 
utilizado em misturas de tempero e em vários produtos alimentares, além de estar 
presente em formulações de sabões e detergentes (Sabulal et al., 2006). 
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Muitos estudos têm demonstrado que o trans-cariofileno, ou plantas que 
contenham esta substância em sua composição, apresentam importantes atividades 
biológicas. A atividade antioxidante de plantas que apresentam trans-cariofileno 
como composto majoritário foi demonstrada em diferentes modelos experimentais 
(Alma et al., 2003; Pereira e Maia, 2007). Outros atividades farmacológicas 
comprovadas foram antibacteriana (Michielin et al., 2009), antiespasmódica (Silva et 
al., 2010), gastroprotetora (Tambe et al., 1996), ansiolítica (Galdino et al., 2012), 
neuroprotetora para neuroblastoma humano (Chang et al., 2007), anti-inflamatória 
(Cho et al., 2007; Medeiros et al., 2007, Bento et al., 2011), antinociceptiva 
(Celedônio, 2008; Katsuyama et al., 2012) e anestésica (Ghelardini et al., 2001), 
além de promover o aumento das células natural killer (Standen et al., 2006). 
 
Figura 4: Estrutura química do trans-cariofileno 
 
Outra característica relevante a ser considerada é que o trans-cariofileno é 
agonista de receptores do tipo CB2 (Gertsch et al., 2008) e, sabendo-se que o 
sistema endocanabinóide exerce papel importante na modulação da dor, deve-se 
considerar que substâncias que atuam nesse sistema, como o trans-cariofileno, 
sejam efetivas na redução dos processos dolorosos (Beltramo, 2009). 
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1.8.3. Mirceno 
O mirceno (Figura 5) é um monoterpeno isolado a partir do óleo essencial de 
várias plantas medicinais, tais como louro (Laurus nobilis), capim-limão 
(Cymbopogon citratus), lúpulo (Humulus lupulus), maconha (Cannabis sativa) e 
manjericão (Ocimum sp) (Barbosa et al., 2008; Loizzo et al., 2008; Fischedick et al., 
2010; Patzak et al., 2010; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2012). Também pode ser 
produzido sinteticamente pela pirolise do β-pineno, com pureza de até 95% 
(Goldblatt e Savich, 1950; Kolicheski et al., 2007). 
Estudos veem sendo realizados com esse composto desde meados da 
década de 1950 em função de seu vasto universo de aplicações, uma vez que é 
utilizado como intermediário na obtenção de álcoois terpênicos, aromas químicos e 
vitaminas A e E (Freitas et al., 1993; Paumgartten et al., 1998; Behr e Johnen, 2009; 
Esmaeili e Hashemi, 2011).  
 
Figura 5: Estrutura química do mirceno. 
 
Poucos foram os estudos realizados para demonstrar seu potencial 
farmacológico. No entanto, plantas que apresentam esse princípio ativo como um 
dos compostos majoritários apresentam atividade antimicrobiana (Bassolé et al., 
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2011), analgésica (Rao et al., 1990; Lorenzetti et al., 1991), sedativa (Freitas et al., 
1993; Vale et al., 2002) e antioxidante (Ciftci et al., 2011).  
Uma vez que estudos farmacológicos têm demonstrado que o Ocimum 
gratissimum L. e seus derivados são eficazes em testes de analgesia indicando ação 
no sistema nervoso central de roedores, e poucos são os estudos com plantas 
medicinais em modelos de dor neuropática, é de suma importância a realização de 
trabalhos que verifiquem a atividade anti-hipernociceptiva dessas substâncias em 
uma condição de dor neuropática. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Nos últimos anos, muitas substâncias têm surgido como protótipos de 
analgésicos despertando o interesse da Ciência, porém, mesmo com esse 
progresso, ainda é necessária a obtenção de medicamentos eficazes, especialmente 
para tratamento das dores crônicas. Não obstante, faz-se necessário o 
desenvolvimento de drogas analgésicas potentes que produzam menos efeitos 
colaterais. Nesse sentido, a investigação farmacológica e fitoquímica das plantas 
presentes nos biomas brasileiros pode ser uma alternativa, uma vez que o território 
nacional possui cerca de 55.000 plantas superiores ricas em princípios 
biologicamente ativos. 
A alfavaca (Ocimum gratissimum L.) é uma planta muito utilizada na culinária 
brasileira como condimento e de fácil acesso para a população, além de trazer, em 
sua composição, diversos compostos com ação comprovada no sistema nervoso 
central. Trabalhos prévios demonstraram que tanto a planta como seus princípios 
ativos isolados apresentam atividade antinociceptiva. No entanto, diante da 
escassez de estudos com plantas medicinais em condições de processos dolorosos 
crônicos, justifica-se a investigação das propriedades antinociceptivas do óleo 
essencial da planta e seus princípios isolados em modelos experimentais de dor 
neuropática. 
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3. OBJETIVOS 
 
Objetivo geral 
O objetivo do presente trabalho é verificar a ação antinociceptiva do óleo 
essencial de Ocimum gratissimum e seus princípios ativos majoritários (eugenol, 
trans-cariofileno e mirceno) em modelo de dor neuropática em camundongos. 
 
Objetivos específicos 
O objetivo geral exposto acima está subdividido nas seguintes proposições: 
 
 Traçar o perfil farmacológico do óleo essencial de Ocimum gratissimum e seus 
princípios ativos através de testes de triagem farmacológica e de coordenação 
motora. 
 Verificar o perfil toxicológico do trans-cariofileno e mirceno quando administrado 
por 14 dias.  
 Avaliar o efeito antinociceptivo agudo do óleo essencial de Ocimum gratissimum 
e seus princípios ativos isolados (eugenol, trans-cariofileno e mirceno) no teste 
da placa quente e no teste da formalina na pata com o intuito de traçar uma 
curva dose-efeito. 
 Investigar o efeito antihipernociceptivo do óleo essencial da planta e seus 
princípios ativos eugenol, trans-cariofileno e mirceno no modelo de dor 
neuropática induzida por constrição crônica do nervo ciático utilizando os testes 
de Von Frey e placa quente. 
 Sabendo que o eugenol atua como antagonista TRPV1 e o trans-cariofileno atua 
como agonista CB2, foram utilizados agonistas/antagonistas dos dois sistemas 
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para verificar se, no modelo de neuropatia utilizado, o mesmo mecanismo de 
ação é responsável pela antinocicepção desses princípios ativos.  
 Avaliar o efeito dessas substâncias sobre a expressão das citocinas 
inflamatórias: fator-α de necrose tumoral e interleucina 1β e a dosagem de 
prostaglandina E2 . 
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4. METODOLOGIA E RESULTADOS 
 
Em virtude do grande número de experimentos realizados, optou-se por dividir 
a metodologia e resultados em IV etapas diferentes: 
 I – Testes preliminares 
 II – Testes toxicológicos (trans-cariofileno e mirceno) 
 III – Testes para avaliar o potencial antinociceptivo (dor aguda) 
 IV – Testes para avaliar o potencial antihipernociceptivo (dor 
neuropática) 
 
4.1. Animais 
Foram utilizados camundongos inbred machos e fêmeas (somente ensaios 
toxicológicos) da linhagem C57BL/6J (3 meses de idade e pesando 18-30g) 
provenientes do biotério do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais 
para Medicina e Biologia (CEDEME - UNIFESP). A linhagem de C57BL/6J foi 
escolhida porque em comparação com outras linhagens inbred são mais sensíveis 
em muitos testes comportamentais, além da menor variabilidade genética entre os 
animais (Mogil et al., 1998; Mogil et al., 2000;  Mogil et al., 2006; Balter e Dykstra, 
2013). 
Os animais foram alojados em salas com controle de temperatura (22±1ºC) e 
ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00 – 19:00 horas) com água e comida a vontade. 
Todos os testes comportamentais foram realizados entre 9 e 14 horas e os animais 
foram aclimatados na sala de experimentação pelo menos 1 hora antes do início dos 
testes. Para cada procedimento experimental foram utilizados grupos de 5 animais. 
Todo o estudo foi conduzido segundo princípios éticos e sob à aprovação do Comitê 
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de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo (protocolo #0675/09 – 
Anexo I). O número de animais e a intensidade do estímulo doloroso foram os 
menores possíveis para demonstrar o efeito antinociceptivo das drogas de modo 
consistente (Zimmermann, 1983).  
 
4.2. Drogas e soluções 
O óleo essencial de Ocimum gratissimum L. (OEOg) foi comprado do Centro 
Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA – 
UNICAMP), provido de laudo de identificação de espécie e análise fitoquímica 
comprovando a presença dos compostos ativos em estudo (eugenol - 67,17%; trans-
cariofileno - 3,51; mirceno – 0,24% - Anexo II). As demais drogas utilizadas no 
estudo e os respectivos fabricantes foram: formaldeido e hidrocloridrato de morfina 
(Meck, Darmstadt, Alemanha); eugenol, trans-cariofileno, mirceno, naloxone, 
SB366791, AM630 e JWH-015 (Sigma, St. Louis, EUA); pregabalina (Pfizer, Nova 
Iorque, EUA), cetamina e xilazina (Vetbrands, São Paulo, Brasil).  
O OEOg e os princípios ativos isolados foram diluídos em óleo de milho. A 
pregabalina (controle positivo – dor neuropática), hidrocloridrato de morfina (controle 
positivo – dor aguda), naloxone (antagonista opióide), cetamina e xilazina foram 
diluídas em solução salina (0,9%).  O antagonista AM630, o agonista JWH-015, e o 
antagonista SB366791, foram diluídos em solução contendo salina e dimetil 
sulfóxido (90/10%). As drogas foram todas diluídas no dia do experimento e 
administradas por via intraperitoneal (ip) ou oral (vo) no volume de 0,1 ml/10 g de 
peso corpóreo. 
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4.3. ETAPA I: TESTES PRELIMINARES 
 
4.3.1. Metodologia 
4.3.1.1. Triagem farmacológica inicial  
Foram utilizados 5 camundongos por grupo que receberam uma única dose 
de óleo de milho (controle), OEOg nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, eugenol nas 
doses de 25, 50 e 100 mg/kg e mirceno ou trans-cariofileno nas doses de 20, 40 e 
80 mg/kg por via oral (vo). Nesse teste inicial, foram empregadas 3 doses crescentes 
de forma a aumentar as chances de se observar eventuais efeitos estimulantes ou 
depressores das substâncias e também a ocorrência de sinais de caráter tóxico. 
Após a administração, os animais foram imediatamente colocados em grupos 
de 3 animais em gaiolas de arame (as barras espaçadas em 1 cm – Figura 6) e 
observados aos 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240 minutos e 24 horas, anotando-se as 
alterações comportamentais de acordo com protocolo rotineiramente empregado no 
Departamento de Psicobiologia (Carlini, 1972; Paula-Freire et al., 2013). Esses 
sinais são: micção, defecação, “writhes” (contorções abdominais), piloereção, ptose 
palpebral, atividade motora, tônus muscular, tremores ou convulsões, ataxia, 
sensibilidade dolorosa, sinais de estereotipa, bocejos, sono, auto-limpeza, 
lacrimejamento, salivação e qualquer outro sinal relevante. Todos os animais foram 
eutanasiados por deslocamento cervical após 24 horas da administração das drogas 
testadas e alguns órgãos (fígado, rins, pulmões, coração, baço, intestino e 
estômago) foram examinados macroscopicamente quanto à aparência geral em 
comparação ao grupo controle. 
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Figura 6: Gaiolas de arame utilizadas para realização da triagem farmacológica inicial (foto 
– acervo pessoal). 
 
4.3.1.2. Medida da Coordenação Motora (Rota Rod) 
A coordenação motora de camundongos foi avaliada por meio do aparelho 
“Rota-Rod” (Figura 7), o qual consiste de uma barra giratória, com um diâmetro de 3 
cm e comprimento de 60 cm, dividida em 5 compartimentos iguais por discos de 24 
cm de diâmetro cada. O sistema ficava elevado a 40 cm do balcão e girava a uma 
velocidade de 12 rpm. Os animais foram previamente selecionados 24 horas antes 
do teste, ou seja, separados aqueles que conseguiram permanecer durante 60 
segundos, em 3 tentativas consecutivas, sobre a barra giratória.  
Os animais selecionados foram distribuídos aleatoriamente em grupos com 5 
camundongos cada e receberam, por via oral, uma única dose de óleo de milho 
(controle), OEOg nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, eugenol nas doses de 25, 50 e 
100 mg/kg e mirceno ou trans-cariofileno nas doses de 20, 40 e 80 mg/kg. A 
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avaliação foi feita antes (basal) e aos 30, 60 e 120 minutos da administração, 
anotando-se o tempo de permanência na barra, até o máximo de 60 segundos 
(Marques et al., 2004). 
 
 
Figura 7: Aparelho de “rota-rod” utilizado para avaliar a coordenação motora dos animais 
(foto – acervo pessoal). 
 
4.3.2. Resultados 
4.3.2.1. Triagem farmacológica inicial 
A Tabela 1 resume os principais sinais observados nos animais tratados com 
cada dose do OEOg e seus princípios ativos (eugenol, trans-cariofileno e mirceno) 
administrados por via oral. Foi observada uma diminuição da defecação dos animais 
que receberam OEOg na dose mais elevada. Essa diminuição foi observada durante 
o período entre 5 minutos a 4 horas após o tratamento. Em relação à atividade 
motora, houve diminuição da atividade motora dos animais tratados com a dose de 
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300 mg/kg do OEOg. Esses mesmos animais também apresentaram ptose 
palpebral. Por outro lado, observou-se um leve aumento da ambulação dos animais 
que receberam mirceno na dose de 40 mg/kg acompanhado de comportamento de 
escalar as grades da gaiola. Outros sinais como tremor, convulsão, ataxia, perda de 
reflexo, etc., não foram observados ao longo do teste. 
 
Tabela 1: Sumário das observações na triagem farmacológica inicial do óleo essencial de 
Ocimum gratissimum e seus princípios ativos isolados. 
Droga testada 
Efeitos 
observados 
Dose (mg/kg) 
Ocimum 
gratissimum 
 30 100 300 
Locomoção - - ↓ 
Ptose palpebral - - + 
Escalar - - - 
Defecação - - ↓ 
Morte - - - 
Eugenol 
 25 50 100 
Locomoção - - - 
Ptose palpebral - - - 
Escalar - - - 
Defecação - - - 
Morte - - - 
Trans-
cariofileno 
 20 40 80 
Locomoção - - - 
Ptose palpebral - - - 
Escalar - - - 
Defecação - - - 
Morte - - - 
Mirceno 
 20 40 80 
Locomoção - ↑ - 
Ptose palpebral - - - 
Escalar - + - 
Defecação - - - 
Morte - - - 
(+) presença de efeito; (-) ausência de efeito; (↓) diminuição; (↑) aumento.  
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4.3.2.2. Medida da Coordenação Motora (Rota Rod) 
A Tabela 2 mostra que tanto o OEOg quantos os princípios ativos isolados, 
quando administrados por via oral, não afetaram a coordenação motora dos animais 
quando comparados com o grupo controle após 30, 60 e 120 minutos de tratamento 
(F(36, 195) = 0,66, p = 0,93). 
 
Tabela 2: Efeito da administração do óleo essencial de Ocimum gratissimum e seus 
princípios ativos isolados sobre a coordenação motora de camundongos submetidos ao 
teste de “rota-rod” após tratamento por via oral. 
Tratamento 
Dose 
(mg/kg) 
Tempo de Permanência no Rota-Rod (s) 
(Média + erro padrão) 
Intervalos de Observação (min) 
  Basal 30’ 60’ 120’ 
Controle - 60,0 ± 0 56,5 ± 3 55,7 ± 4 54,8 ± 5 
OEOg 
30 60,0 ± 0  60,0 ± 0 58,2 ± 1 58,2 ± 2 
100 59,0 ± 1 59,3 ± 1 60,0 ± 0 60,0 ± 0 
300 59,2 ± 1 60,0 ± 0 60,0 ± 0 60,0 ± 0 
Eugenol 
 
25 58,5 ± 2 57,3 ± 3 60,0 ± 0 59,0 ± 1 
50 60,0 ± 0  57,8 ± 2  60,0 ± 0 60,0 ± 0 
100 60,0 ± 0 53,8 ± 5 58,6 ± 1 60,0 ± 0  
Trans-
cariofileno 
 
20 60,0 ± 0 58,6 ± 1 55,6 ± 4 60,0 ±0 
40 60,0 ± 0 57,1 ± 2 58,6 ± 1 60,0 ±0 
80 60,0 ± 0 59,0 ± 1 60,0 ± 0 60,0 ±0 
Mirceno 
 
20 58,1 ± 2 58,3 ± 2 60,0 ± 0 57,3 ± 2 
40 60,0 ± 0 60,0 ± 0 60,0 ± 0 60,0 ± 0 
80 60,0 ± 0 57,8 ± 2 60,0 ± 0 55,5 ± 4 
(n.s. - ANOVA de medidas repetidas; n=5/grupo). 
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4.4. ETAPA II: TESTE DE TOXICIDADE SUBCRÔNICA 
Somente as drogas trans-cariofileno e mirceno foram avaliadas quanto a 
toxicidade subcrônica, uma vez que o OEOg e o eugenol já possuem estes dados na 
literatura, apresentando baixa toxicidade (Sober et al., 1950; Soundran et al., 1994; 
Orafidiya et al., 2004; Fandohan et al., 2008). 
 
4.4.1. Metodologia 
4.4.1.1. Parâmetros fisiológicos e anatomopatológicos  
Camundongos foram separados em 5 grupos contendo 5 machos e 5 fêmeas 
cada. Doses crescentes de mirceno (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 mg/kg) e trans-
cariofileno (62,5; 125; 250; 500 e 1000 mg/kg) foram administradas por via oral por 
um período de 14 dias consecutivos. Um grupo de animais recebeu óleo de milho e 
serviu de controle.  Os animais foram observados continuamente durante 1 hora 
subsequente à primeira administração das drogas e depois de 2, 4, 12, 24 e 48 
horas para verificação do aparecimento de sinais de toxicidade, tais como 
piloereção, tremor, cianose, convulsões entre outros (Carlini, 1972). Os animais 
foram ainda observados quanto a esses sinais, uma vez ao dia durante os 14 dias 
de tratamento. O peso corpóreo também foi verificado de 2 em 2 dias. Ao final dos 
14 dias de observação, os animais foram eutanasiados por decapitação e o fígado, 
rim, baço e pulmões foram analisados macroscopicamente quanto à cor e textura e 
pesados em uma balança analítica de precisão. Também foi coletada uma amostra 
de sangue para análises bioquímicas. O fígado e os rins foram fixados em formalina 
(10%) para posterior análise histológica. O peso dos órgãos foi corrigido em relação 
ao peso corpóreo final de cada animal através da fórmula: 
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Peso relativo (%) =      Peso do órgão      
                                      Peso final do animal 
 
 
4.4.1.2. Bioquímica 
O sangue dos animais foi coletado em tubo de ensaio contendo gel separador 
com ativador de coagulo (BD Vacutainer®), centrifugado 2 horas após a coleta (3000 
rpm durante 20 minutos à 4°C) para obtenção do soro e, em seguida, congelado e 
estocado a uma temperatura de -20°C até a posterior análise bioquímica. As 
amostras foram então encaminhadas ao laboratório de bioquímica do Instituto do 
Sono - Associação Fundo de Incentivo à Pesquisa (AFIP) para dosagem de alanina 
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) pelo método cinético - 
IFCC. 
 
4.4.1.3. Histopatologia 
Os órgãos fixados em formalina (10%) foram incluídos em parafina e, 
posteriormente, encaminhados para o Laboratório de Patologia Geral da Faculdade 
de Odontologia da Universidade de São Paulo, onde foram realizados os cortes 
histológicos (5μm de espessura) e coloração das lâminas pelo método de 
hematoxilina e eosina (HE) (Paula-Freire, 2004). A análise histológica foi realizada 
por microscopia convencional pela Prof. Dr. Luciana Corrêa. 
 
4.4.2. Análise estatística 
Testes paramétricos foram utilizados levando-se em consideração a natureza 
das variáveis estudadas. Os dados obtidos com o peso corpóreo dos animais foram 
x 100 
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analisados por meio da análise de variância (ANOVA) de medida repetida, seguida 
do teste post hoc de Newman-Keuls quando apropriado. As dosagens de AST e ALT 
foram avaliadas por ANOVA de uma via, seguida do post hoc de Tukey. Os valores 
foram apresentados como média ± erro padrão (EPM) e o nível de significância 
considerado foi p < 0,05. 
 
4.4.3. Resultados 
4.4.3.1. Parâmetros fisiológicos  
Somente os animais tratados com a dose mais elevada das drogas testadas 
(mirceno - 500 mg/kg e trans-cariofileno – 1000 mg/kg) apresentaram diminuição da 
atividade geral, acompanhada de ptose palpebral nas primeiras 4 horas após o 
primeiro e segundo dias de tratamento, tanto em machos quanto em fêmeas. A partir 
do terceiro dia de administração, esses sinais foram diminuindo gradativamente até 
um ponto em que os animais não mais apresentaram alterações comportamentais 
(aproximadamente 8° dia). Nenhuma das doses administradas das 2 drogas 
testadas promoveu morte dos animais que, conjuntamente com as poucas 
alterações comportamentais e histológicas (descritas mais adiante), sugerem baixa 
toxicidade. 
A Figura 8 apresenta a evolução do peso corpóreo, em gramas, de machos e 
fêmeas tratados durante 14 dias com mirceno em doses crescentes. De acordo com 
Figura 8A, somente os machos que receberam mirceno na dose de 500 mg/kg 
perderam peso a partir do 6° dia de tratamento (medida intragrupo), em relação à 
medida basal (F(5,168) = 2,02, p < 0,01). No entanto, nenhuma das doses do mirceno 
foi capaz de alterar significativamente o peso dos animais em comparação com o 
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grupo controle (F(5,24) = 0,09, p = 0,99). O peso corpóreo das fêmeas não foi afetado 
pelo tratamento com o mirceno (Figura 8B). 
 
 
Figure 8: Evolução do peso corpóreo de machos (A) e fêmeas (B) tratados com doses 
crescentes de mirceno por via oral durante 14 dias. Os valores estão expressos em média ± 
erro padrão. (*) Estatisticamente diferente da medida basal do respectivo grupo – medida 
intragrupo (ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de Newman-Keuls, p < 0,01; 
n=5/grupo). 
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Como observado na Figura 9 (A – machos; B – fêmeas), nenhum dos 
gêneros tratados com trans-cariofileno ganhou ou perdeu peso, uma vez que a 
análise comparativa das curvas mostra que, durante o período de tratamento, a 
evolução do peso corpóreo foi semelhante entre os animais tratados com veículo 
(controle) ou as diferentes doses testadas (F(5,24) = 1,08, p > 0,05 – machos; F(5,24) = 
0,46, p > 0,05 - fêmeas). Também não houve diferença significativa dentro de cada 
grupo (medida intragrupo), entre o peso corpóreo basal e o verificado nos demais 
dias de tratamento com trans-cariofileno.  
 
 
METODOLOGIA E RESULTADOS 
35 
 
 
Figure 9: Evolução do peso corpóreo de machos (A) e fêmeas (B) tratados com doses 
crescentes de trans-cariofileno por via oral durante 14 dias. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão. (ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de Newman-Keuls, 
n=5/grupo). 
 
 
4.4.3.2. Parâmetros anatomopatológicos  
Foram feitas análises macroscópicas dos órgãos dos machos e fêmeas 
(fígado, baço, rins e pulmões) e os seguintes parâmetros foram avaliados: cor, 
textura e peso relativo.  
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O tratamento com doses crescentes de mirceno ou de trans-cariofileno não foi 
capaz de induzir alterações macroscópicas nos órgãos avaliados com relação à cor 
ou textura quando comparados aos órgãos retirados de animais do grupo controle. 
No entanto, de acordo com a Tabela 3, o peso relativo, em porcentagem, dos 
fígados desses animais foi aumentado significativamente. O mirceno administrado 
nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, por 14 dias consecutivos, promoveu aumento 
significativo no peso relativo dos fígados, tanto de machos (F(5, 24) = 8,66, p < 0,01 – 
machos) quanto de fêmeas (F(5, 24) = 4,44, p < 0,01 – fêmeas) em comparação com 
animais do grupo controle. Os machos tratados com trans-cariofileno nas doses de 
500 e 1000 mg/kg e as fêmeas tratadas com a dose de 1000 mg/kg também 
apresentaram aumento significativo no peso relativo dos fígados em comparação 
aos animais pertencentes aos grupos controle (Tabela 3 -  F(5, 24) = 5,17, p < 0,01 – 
fêmeas; F(5, 24) = 12,53, p < 0,01 – machos).  
O peso relativo dos rins, baço e pulmões de machos e fêmeas não foi 
alterado pelo tratamento com nenhuma das doses de mirceno ou trans-cariofileno 
empregadas. 
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4.4.3.3. Bioquímica 
As dosagens de ALT e AST foram realizadas somente em machos tratados 
com mirceno ou trans-cariofileno, por conta da quantidade insuficiente de material 
coletado das fêmeas, que tem menor peso corpóreo. Como pode ser observado na 
Figura 10A, os animais tratados com mirceno nas doses de 250 e 500 mg/kg 
apresentaram um aumento significativo dos níveis da enzima AST quando 
comparados com os animais controle (F(5, 24) = 7,11, p < 0,01). A Figura 10B mostra 
que somente a dose de 500 mg/kg foi capaz de aumentar os níveis de ALT (F(5, 24) = 
3,55, p < 0,02) dos animais.  
 
Figura 10: Dosagem dos níveis de: A) aspartato aminotransferase e B) alanina 
aminotransferase de camundongos tratados com mirceno em diferentes doses por 14 dias 
consecutivos. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA de uma via seguida 
do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Dos animais tratados com o trans-cariofileno, somente os níveis da enzima 
AST foram alterados para mais nos animais tratados com a dose de 1000 mg/kg 
(Figura 11A, F(5, 24) = 4,12, p < 0,01). Os níveis de ALT não foram modificados pelo 
tratamento com o trans-cariofileno (Figura 11B). 
 
Figura 11: Dosagem dos níveis de: A) aspartato aminotransferase e B) alanina 
aminotransferase de camundongos tratados com trans-cariofileno em diferentes doses por 
14 dias consecutivos. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA de uma via 
seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo) 
 
4.4.3.4. Histopatologia 
Por meio da análise histopatológica observamos alterações discretas a 
moderadas nos tecidos hepático e renal analisados somente nos animais tratados 
com doses mais elevadas de mirceno (250 e 500 mg/kg). Nos demais grupos, os 
METODOLOGIA E RESULTADOS 
40 
 
sinais morfológicos de toxicidade foram bem tênues e sem muito significado 
anatômico. Não se notou sinal de atividade carcinogênica em nenhum dos 
espécimes, com exceção da presença de adenoma renal em um único animal, 
entendido como espontâneo e de herança genética (Lanzoni et al., 2007). 
Nos animais pertencentes ao grupo controle, o parênquima hepático 
apresentava-se com estrutura normal, em que se notava evidente acúmulo de 
glicogênio nos cordões de hepatócitos. Hiperemia na veia centrolobular e nos 
espaços sinusoidais também estava presente (Figura 12A). Os rins exibiam ligeira 
dilatação dos espaços tubulares, tanto na camada cortical quanto na medular, e 
hiperemia na camada cortical. Os glomérulos exibiam aspecto de normalidade 
(Figura 12B). 
Somente os animais que receberam doses de 500 e 1000 mg/kg de trans-
cariofileno apresentaram alterações morfológicas brandas. Os animais tratados com 
a dose de 500 mg/kg apresentaram parênquima hepático com inflamação discreta 
panlobular e periductal, bem como hiperemia na veia centrolobular. Em um animal 
foi evidente a fibrose no sistema portal (Figura 13A). Os rins exibiram dilatação 
tubular (Figura 13B), degeneração hialina bem discreta na camada cortical e 
glomérulos atróficos ocasionais. O parênquima hepático dos animais tratados com 
trans-cariofileno na dose de 1000 mg/kg exibia infiltrado inflamatório panlobular e 
periductal com intensidade semelhante aos animais que receberam a dose de 500 
mg/kg (Figura 14A). Os rins exibiram aspecto de normalidade, embora, em um caso 
notou-se atrofia glomerular localizada (Figura 14B). Não foram encontradas 
alterações nem no fígado nem nos rins dos animais dos outros grupos tratados com 
esta droga. 
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Figura 12: Fígado (A) e rim (B) de animais tratados com óleo de milho (veículo) por 14 dias 
consecutivos exibindo aspecto de normalidade. Nota-se em ambos hiperemia intensa (HE, 
100X). 
A 
B 
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Figura 13: Fígado (A) e rim (B) de animal tratado com a dose de 500 mg/kg de trans-
cariofileno por 14 dias consecutivos. Fígado apresenta espaço portal, em que se nota 
fibrose ao redor do ducto biliar (HE, 400X). Camada cortical renal com dilatação do espaço 
tubular e da cápsula de Bowmann glomerular (HE, 100X). 
 
A 
B 
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Figura 14: Fígado (A) e rim (B) de animal tratado com a dose de 1000 mg/kg de trans-
cariofileno. No fígado, nota-se presença de infiltrado inflamatório periductal e por entre os 
cordões de hepatócitos, os quais exibem aspecto de normalidade (HE, 400X). O rim 
apresenta camada cortical com ligeira degeneração tubular e atrofia glomerular intensa 
localizada (setas) (HE, 100X). 
 
A 
B 
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O tratamento com o mirceno promoveu alterações mais intensas do que com 
o trans-cariofileno. A análise do fígado dos animais tratados com a dose de 500 
mg/kg por 14 dias consecutivos exibiu necrose lobular em áreas extensas, 
degeneração vacuolar ampla nos hepatócitos (Figura 15A), inflamação intensa 
periductal e panlobular, com grande quantidade de células Kuppfer. Nos rins, nota-
se degeneração hialina localizada na transição da camada cortical para medular em 
2 animais (Figura 15B). No restante, não se observaram alterações. No grupo que 
recebeu a dose de 250 mg/kg, as alterações observadas ocorreram com menor 
freqüência e intensidade quando comparados com a dose de 500 mg/kg. Notou-se 
discreta a moderada degeneração dos hepatócitos e discreta inflamação panlobular. 
Fibrose periportal se fez presente (Figura 16A). Os rins exibiram aspecto de 
normalidade (Figura 16B). 
Nos demais grupos tratados com mirceno (125, 62,50 e 31,25 mg/kg), alguns 
animais ainda exibiram degeneração vacuolar discreta a moderada no parênquima 
hepático. Os rins apresentaram aspecto de normalidade, com exceção de um único 
animal (dose de 125 mg/kg) em que foi constatada presença de adenoma tubular 
originando ora espaços císticos, ora sólido, com padrão cribriforme (Figura 17). A 
presença dessa neoplasia não foi atribuída a possível efeito do mirceno, haja vista a 
baixa incidência (somente um caso no total da amostra).  
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Figura 15: Fígado (A) e rim (B) de animal tratado com a dose de 500 mg/kg de mirceno. 
Nota-se, no fígado, intensa degeneração vacuolar, núcleos hipercromáticos e amplos dos 
hepatócitos e aspecto necrótico (HE, 100X). Rim com áreas de degeneração hialina tubular 
na transição da camada cortical para a medular (setas) (HE, 100X). 
B 
A 
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Figura 16: Fígado (A) e rim (B) de animal tratado com a dose de 250 mg/kg de mirceno. 
Nota-se fibrose periportal (setas) e camada cortical renal com aspecto de normalidade (HE 
100X). 
 
A 
B 
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Figura 17: Rim de animal tratado com mirceno na dose de 125 mg/kg. Adenoma tubular 
exibindo espaços císticos delimitados por epitélio cuboidal e inúmeros glomérulos (A). 
Detalhe do tumor em que se nota um padrão mais sólido exibindo grande quantidade de 
glomérulos (B) (HE, 100X). 
 
A 
B 
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4.5. ETAPA III: testes para avaliar o potencial antinociceptivo (dor aguda) 
As doses escolhidas e utilizadas nas etapas específicas para avaliar a 
atividade antinociceptiva, tanto aguda quanto crônica, foram escolhidas com base 
em experimentos anteriormente realizados (dados não apresentados), que mostram 
que doses mais elevadas apresentam efeito platô. 
 
4.5.1. Metodologia 
4.5.1.1. Placa Quente 
Grupos de 5 camundongos cada receberam uma única dose de óleo de milho 
(controle), OEOg nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg e eugenol, trans-cariofileno ou 
mirceno nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg por via oral. Um grupo de animais recebeu 
morfina (ip) na dose de 5mg/kg e serviu de controle positivo. Após 1 hora da 
administração com as drogas testadas e 30 minutos após a administração da 
morfina, os animais foram colocados sobre a placa (Ugo Basile, Biological Research 
Apparatus Company, Comerio, Itália – Figura 18) aquecida a 50ºC. O tempo de 
reação foi definido como a latência para o animal lamber a(s) pata(s) ou saltar da 
placa, com um tempo máximo de exposição de 60 segundos (Hargraves e Hentall, 
2005; Bolles e Fanselow, 1982). Os animais foram submetidos ao teste 1, 2, 3 e 4 
horas após a administração, com o intuito de verificar a duração e a intensidade do 
efeito. 
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Figura 18: Teste da placa quente utilizado para avaliar a sensibilidade térmica dos animais. 
O círculo em vermelho mostra um dos comportamentos de dor (flinch) apresentado pelos 
animais durante o teste (foto – acervo pessoal). 
 
4.5.1.2. Teste da formalina na pata 
O protocolo experimental utilizado para avaliar os efeitos nociceptivos 
induzidos pela injeção intraplantar de formalina seguiu aquele proposto por 
Hunskaar e Hole (1987), com pequenas modificações. Este modelo experimental de 
nocicepção permite distinguir 2 fases de resposta dolorosa. A primeira fase, que é 
de origem neurogênica (decorrente da estimulação direta dos nociceptores), ocorre 
logo após a injeção e se estende por aproximadamente 10 minutos. Já a segunda 
fase, também chamada de fase inflamatória (dependente da liberação de 
mediadores inflamatórios), se manifesta somente a partir de 15 minutos após a 
injeção e se estende até 30 minutos da administração. 
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Grupos com 5 camundongos cada receberam óleo de milho (controle), OEOg 
nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg e eugenol, trans-cariofileno ou mirceno nas doses 
de 1, 5 e 10 mg/kg por via oral. Um grupo de animais recebeu morfina (ip) na dose 
de 5mg/kg e serviu de controle positivo. Após 1 hora do tratamento, uma injeção 
intraplantar de formalina 2% (20µl/animal) foi administrada na pata direita dos 
animais e, após a injeção, foi cronometrado o tempo de lambidas na pata injetada 
durante a primeira fase (5-10 minutos) e a segunda fase (15-30 minutos) do teste. 
 
4.5.1.3. Avaliação do envolvimento do sistema opióide 
O possível envolvimento do sistema opióide no efeito antinociceptivo do 
OEOg e seus princípios ativos isolados (eugenol, trans-cariofileno e mirceno) foi 
avaliado pelo método da placa quente. Grupos de 5 animais foram pré-tratados com 
o antagonista opióide não seletivo naloxona (1 mg/kg, ip) 30 minutos antes da 
administração oral de 40 mg/kg de OEOg ou 10 mg/kg de um dos princípios ativos. 
Um grupo tratado com morfina (5 mg/kg, ip) foi usado como controlo positivo. 
Decorridos 1 hora da administração das drogas testadas e 30 minutos da 
administração da morfina, respectivamente, os animais foram submetidos ao teste 
da placa quente como descrito anteriormente. 
 
4.5.1.4. Avaliação do envolvimento do sistema canabinóide (via 
receptores CB2) do trans-cariofileno 
Com o intuito de verificar a participação do sistema canabinóide sobre a 
atividade antinociceptiva do trans-cariofileno, animais foram pré-tratados com 
AM630 (antagonista de receptores canabinóide do tipo 2) na dose de 1mg/kg (ip) 30 
minutos antes de receberem o trans-cariofileno na dose de 10mg/kg ou óleo de 
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milho (controle/veículo, vo). Um grupo tratado com JWH-015 (agonista de receptores 
canabinóide do tipo 2) na dose de 1mg/kg (ip) foi utilizado como controle positivo. 
Trinta minutos após o tratamento com os agonistas específicos e 1 hora após o 
tratamento com o trans-cariofileno ou óleo de milho, os animais foram submetidos ao 
teste de placa quente, como descrito anteriormente. 
 
4.5.2. Análise estatística 
Testes paramétricos foram utilizados levando-se em consideração a natureza 
das variáveis estudadas. Os dados obtidos no teste de placa quente foram 
analisados por meio da análise de variância (ANOVA) de medidas repetidas, 
seguida do teste post hoc de Newman-Keuls quando apropriado. Os demais testes 
foram avaliados por ANOVA de uma via seguida do post hoc de Tukey. Os valores 
foram apresentados como média ± erro padrão (EPM) e o nível de significância 
considerado foi p<0,05. 
 
4.5.3. Resultados 
4.5.3.1. Placa quente 
Os resultados apresentados na Figura 19 mostram que as dose de 20 e 
40mg/kg do OEOg e morfina (5 mg/kg) aumentaram, de forma significativa, a 
permanência dos animais na placa quente à temperatura de 50°C (F(12,60) = 1,42, p < 
0,01), mesmo 4 horas após a administração, quando comparados ao grupo controle 
nos respectivos tempos. Porém, a dose de 20mg/kg foi menos efetiva, sendo que o 
tempo de permanência dos animais na placa aquecida foi estatisticamente menor 
em relação a morfina. A dose de 10mg/kg não promoveu analgesia em nenhum dos 
tempos avaliados.  
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Figura 19: Influência do OEOg nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg na latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente em camundongos. Os valores estão expressos em média ± 
erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos tempos, (#) 
estatisticamente diferente do grupo morfina nos respectivos tempos e (°) diferença 
intragrupo com a avaliação de 1 hora (ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de 
Newman-Keuls, p < 0,01; n = 5/grupo). 
 
Os animais tratados com eugenol (Figura 20) nas doses de 5 e 10mg/kg 
permaneceram por mais tempo na placa aquecida, ou seja, apresentaram 
diminuição dos sinais de dor, quando comparados ao controle (F(12,60) = 1,97, p < 
0,01). No entanto, nenhuma das 2 doses mencionadas foi eficaz em reduzir a dor 
quanto à morfina. Já os animais que receberam a dose de 1mg/kg não 
apresentaram analgesia, pois apresentaram resposta ao estímulo doloroso 
semelhante ao controle. 
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Figura 20: Influência do eugenol nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg na latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente em camundongos. Os valores estão expressos em média ± 
erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos tempos, (#) 
estatisticamente diferente do grupo morfina nos respectivos tempos e (°) diferença 
intragrupo com a avaliação de 1 hora (ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de 
Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
Como mostra a Figura 21, os camundongos que receberam o trans-
cariofileno nas doses de 5 e 10mg/kg apresentaram um aumento significativo na 
latência para lamber a(s) pata(s) ou saltar da placa aquecida quando comparados ao 
grupo controle, mesmo 4 horas após o tratamento (F(12,60) = 1,29, p < 0,01). Porém, a 
dose de 5mg/kg também não aumentou o tempo de permanência dos animais na 
placa quente de forma significativa quando comparada ao grupo morfina nas 3 
primeiras horas do teste. A dose de 1mg/kg não alterou de forma significativa a 
permanência dos animais na placa quente.  
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Figura 21: Influência do trans-cariofileno nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg na latência ao 
estímulo térmico no teste da placa quente em camundongos. Os valores estão expressos 
em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos 
tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo morfina nos respectivos tempos e (°) 
diferença intragrupo com a avaliação de 1 hora (ANOVA de medidas repetidas seguida post 
hoc de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
O mirceno, quando administrado nas doses de 5 e 10mg/kg, aumentou, de 
maneira significativa, a permanência dos animais na placa aquecida em todos os 
tempos avaliados quando comparado ao grupo controle, como mostra a Figura 22 
(F(12,60) = 3,32, p < 0,01). Porém, são também diferentes do grupo morfina 1 e 2 
horas depois da administração.  
METODOLOGIA E RESULTADOS 
55 
 
 
Figura 22: Influência do mirceno nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg na latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente aquecida a 50°C em camundongos. Os valores estão 
expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos 
respectivos tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo morfina nos respectivos tempos 
e (°) diferença intragrupo com a avaliação de 1 hora (ANOVA de medidas repetidas seguida 
post hoc de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
É importante ressaltar que o tratamento com OEOg e seus princípios ativos 
isolados apresentou efeito dependente de dose. Mas, um detalhe a ser levado em 
consideração é que o efeito da morfina começou a diminuir após 4 horas de 
administração, sendo significativamente menor da avaliação realizada 1 hora após o 
tratamento (p < 0,05). Já os animais que receberam as drogas em teste como 
tratamento apresentaram antinocicepção por tempo superior a 4 horas, indicando 
um efeito mais duradouro que o da morfina. 
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4.5.3.2. Teste de formalina na pata 
Como mostra a Figura 23, somente o tratamento com o óleo essencial na 
dose de 40mg/kg foi capaz de reduzir significativamente o tempo de lambidas na 
pata na primeira fase (5-10 minutos - F(4,20) = 5,80, p < 0,01) e segunda fase (15-30 
minutos - F(4,20) = 17,19, p < 0,01) de nocicepção. Porém, animais que receberam o 
óleo essencial na dose de 20mg/kg não foram diferentes estatisticamente dos 
animais controle e nem dos que receberam morfina (5mg/kg) quando avaliados na 
primeira fase do teste. A dose de 10mg/kg não foi efetiva em nenhuma das fases do 
teste, sendo igual ao grupo controle. 
 
Figura 23: Tempo de lambidas na pata, em segundos, após administração intraplantar de 
formalina em camundongos tratados com OEOg. Os valores estão expressos em média + 
erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle no tempo correspondente e (#) 
estatisticamente diferente do grupo morfina no tempo correspondente (ANOVA de uma via 
seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Com relação ao tratamento com o eugenol (Figura 24), a dose de 10mg/kg foi 
a única efetiva em reduzir significativamente a nocicepção na primeira fase (F(4,20) = 
20,64, p < 0,01) e segunda fase (F(4,20) = 41,05, p < 0,01) do teste, em comparação 
aos animais controle. Porém, na segunda fase, os camundongos que receberam a 
dose de 10mg/kg lamberam por mais tempo a pata injetada em comparação ao 
grupo controle positivo (morfina). Nota-se que nem todas as doses apresentaram 
diferenças estatísticas, mas é de suma importância observar que quanto maior a 
dose administrada, maior o efeito por ela demonstrado. 
 
 
Figura 24: Tempo de lambidas na pata, em segundos, após administração intraplantar de 
formalina em camundongos tratados com o eugenol. Os valores estão expressos em média 
+ erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle no tempo correspondente e 
(#) estatisticamente diferente do grupo morfina no tempo correspondente (ANOVA de uma 
via seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
 
METODOLOGIA E RESULTADOS 
58 
 
O tratamento com o trans-cariofileno mostrou que a dose mais elevada 
(10mg/kg) foi efetiva em reverter o quadro de nocicepção induzida pela formalina 
nas 2 fases do teste (F(4,20) = 4,08, p < 0,01- primeira fase e F(4,20) = 72,11, p < 0,01 - 
segunda fase). A dose de 5 mg/kg foi eficaz somente contra a dor inflamatória 
avaliada na segunda fase do teste (p < 0,05), quando comparada ao grupo controle, 
como mostra a Figura 25, porém não foi tão efetiva em reduzir a dor quanto o grupo 
morfina. A menor dose (1 mg/kg) utilizada não foi efetiva em nenhuma das fases do 
teste. Mais uma vez, o tratamento com o trans-cariofileno demonstrou efeito 
dependente de dose na segunda fase do teste, em que quanto maior a dose 
administrada, maior o efeito.  
 
 
Figura 25: Tempo de lambidas na pata, em segundos, após administração intraplantar de 
formalina em camundongos tratados com o trans-cariofileno. Os valores estão expressos em 
média + erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle no tempo 
correspondente e (#) estatisticamente diferente do grupo morfina no tempo correspondente 
(ANOVA de uma via seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Somente os animais tratados com a dose de 10mg/kg de mirceno 
apresentaram antinocicepção na primeira (F(4,20) = 13,80, p < 0,05) e segunda fase 
(F(4,20) = 48,98, p < 0,05) do teste quando comparados com os animais controle. No 
entanto, todos os tratamentos foram menos eficientes que o grupo morfina na 
segunda fase do teste, inclusive a dose de 10mg/kg (Figura 26). Os animais 
tratados com a dose de 5 mg/kg também apresentaram maior limiar de dor em 
comparação aos animais controle (p < 0,05). A dose de 1 mg/kg não foi efetiva em 
amenizar a dor dos animais. 
 
 
Figura 26: Tempo de lambidas na pata, em segundos, após administração intraplantar de 
formalina em camundongos tratados com o mirceno. Os valores estão expressos em média 
+ erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle no tempo correspondente e 
(#) estatisticamente diferente do grupo morfina no tempo correspondente (ANOVA de uma 
via seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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4.5.3.3. Avaliação do envolvimento do sistema opióide 
A Figura 27 mostra que o pré-tratamento com o antagonista opióide naloxona 
reverteu, de maneira significativa, o efeito antinociceptivo da morfina (5 mg/kg), do 
OEOg (40 mg/kg) e dos princípios ativos isolados eugenol, trans-cariofileno e 
mirceno (10 mg/kg) no teste da placa quente (F(10,44) = 21,29, p < 0,0001). 
 
 
Figura 27: Efeito do pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg) sobre o efeito antinociceptivo 
da morfina, OEOg, eugenol, trans-cariofileno ou mirceno em camundongos submetidos ao 
teste da placa quente. Os valores estão expressos em média + erro padrão. 
*Estatisticamente diferente do grupo de controle (ANOVA de uma via seguida do post hoc 
de Tukey, p < 0,0001, n = 5/grupo). 
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4.5.3.4. Avaliação do envolvimento do sistema canabinóide (via 
receptor CB2) do trans-cariofileno 
Como observado na Figura 28, o JWH-015 (agonista seletivo de receptores 
CB2) e o trans-cariofileno (10 mg/kg) aumentaram significativamente a latência para 
lamber as patas dos camundongos submetidos ao teste da placa quente. O pré-
tratamento com AM630 (antagonista seletivo de receptores CB2) foi capaz de 
reverter completamente o efeito antinociceptivo induzido tanto pelo respectivo 
agonista, como esperado, quanto pelo trans-cariofileno (F(4,20) = 23,98, p < 0,0001), 
indicando o envolvimento do sistema canabinóide no seu efeito da droga testada. 
 
 
Figura 28: Efeito do pré-tratamento com AM630 (1 mg/kg) sobre o efeito antinociceptivo do 
JWH-015 (1 mg/kg) e trans-cariofileno (10 mg/kg) em camundongos submetidos ao teste da 
placa quente. Os valores estão expressos em média + erro padrão. *Estatisticamente 
diferente do grupo de controle (ANOVA de uma via seguida do post hoc de Tukey, p < 
0,0001, n = 5/grupo). 
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4.6. ETAPA IV: testes para avaliar o potencial antihipernociceptivo (dor 
neuropática) 
 
4.6.1. Metodologia 
4.6.1.1. Produção da dor neuropática 
Para a indução da dor neuropática, camundongos foram anestesiados 
(associação de cloridrato de cetamina e xilazina, 10mg/kg, ip) e a injúria por 
constrição do nervo ciático foi realizada de acordo com o método descrito por 
Bennett e Xie (1988) e modificado para camundongos (Martucci et al., 2008). O 
nervo foi exposto na região mediana do membro posterior e, próximo a sua 
trifurcação, foram realizadas 4 ligaduras frouxas utilizando o fio de seda (8-0). 
Animais sham-operados (com o nervo ciático exposto, porém sem nenhuma 
ligadura) foram utilizados como controle. 
 
4.6.1.2. Hipernocicepção mecânica 
Grupos com 5 camundongos cada foram tratados com óleo de milho (controle 
ICC e sham operado), pregabalina na dose de 20 mg/kg (controle positivo, v.o.), 
OEOg nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg, eugenol, trans-cariofileno ou mirceno nas 
doses de 1, 5 e 10 mg/kg por um período de 14 dias pós-operatório. Uma hora após 
a administração, os animais foram avaliados no teste de estimulação tátil através do 
aparelho de von Frey eletrônico (Insight, Brasil – Figura 29) antes da cirurgia 
(medida basal) e no 7° e 14° dia após a cirurgia. Para esse teste, foi aplicado uma 
pressão linearmente crescente no centro da superfície plantar da pata posterior 
referente à cirurgia até que o animal produza uma resposta caracterizada (“flinch”, 
retirada ou lambidas). A intensidade da resposta hipernociceptiva foi quantificada 
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como a variação na pressão obtida pela subtração da média dos 3 valores obtidos 
antes da cirurgia pela média dos 3 valores observados após 7 e 14 dias da cirurgia 
(Cunha et al., 2004). 
 
 
Figura 29: Teste para medir hipernocicepção mecânica - von Frey (foto – acervo pessoal). 
 
4.6.1.3. Hipernocicepção térmica 
A hipernocicepção térmica foi avaliada em camundongos tratados por 14 dias 
após cirurgia pelo método da placa quente. Grupos com 5 camundongos cada 
receberam óleo de milho (controle ICC e sham operado), pregabalina na dose de 20 
mg/kg (controle positivo), OEOg nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg e eugenol, trans-
cariofileno ou mirceno nas doses de 1, 5 ou 10 mg/kg, por via oral. Após 1 hora do 
tratamento, os animais foram colocados sobre a placa aquecida a 50ºC (Ugo Basile, 
Itália). O tempo de reação foi definido como a latência para o animal lamber a(s) 
pata(s) ou saltar da placa, com um tempo máximo de exposição de 90 segundos. O 
teste ocorreu antes da cirurgia (medida basal) e no 7° e 14° dia pós-operatório 
(Hargraves e Hentall, 2005; Bolles e Fanselow, 1982). 
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4.6.1.4. Envolvimento do sistema canabinóide e opióide na 
antihipernocicepção promovida pelo trans-cariofileno 
Com o intuito de verificar a participação dos sistemas opióide e canabinóide 
sobre a atividade antihipernociceptiva do trans-cariofileno, animais foram tratados 
com óleo de milho (controle ICC) ou trans-cariofileno (10 mg/kg) por 14 dias. No 14° 
dia de tratamento, os animais foram pré-tratados com naloxona (antagonista não 
seletivo opióide) ou AM630 (antagonista seletivo de receptores CB2) na dose de 
1mg/kg (ip) 30 minutos antes de receberem o trans-cariofileno. Um grupo tratado 
com agonista canabinóide do tipo CB2, JWH-015 (1mg/kg, ip) foi utilizados como 
controle positivo. Após 30 minutos do tratamento com o agonista específico JWH-
015 e 1 hora após o tratamento com o trans-cariofileno ou óleo de milho, os animais 
foram submetidos ao teste de placa quente, como descrito anteriormente. 
 
4.6.1.5. Comparação do efeito do eugenol com outro antagonista 
vanilóide (TRPV1) 
Este teste foi realizado com a finalidade de comparar o efeito do eugenol 
(antagonista de receptores vanilóides do tipo 1) com outro antagonista da mesma 
classe de receptores com efeito antihipernociceptico já descrito na literatura (Kanai 
et al., 2007). Grupos com 5 camundongos cada receberam óleo de milho (controle 
ICC), antagonista SB366791 (controle positivo) na dose de 1 mg/kg (ip) ou eugenol 
na dose de 10 mg/kg (vo) durante 14 dias consecutivos. Após 30 minutos do 
tratamento com o SB366791 e 1 hora após o tratamento com o eugenol ou óleo de 
milho, os animais foram submetidos ao teste de placa quente, como descrito 
anteriormente. O teste ocorreu antes da cirurgia (medida basal) e no 7° e 14° dia 
pós-operatório (Hargraves e Hentall, 2005; Bolles e Fanselow, 1982). 
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4.6.1.6. Dosagem de mediadores inflamatórios (TNFα, IL-1β e PGE2) 
Ao fim dos testes comportamentais para avaliar a dor neuropática, os níveis de 
TNFα, IL-1β e PGE2 dos animais controle, sham-operado e tratados com as doses 
de 10, 20 e 40 mg/kg do OEOg e 1, 5 e 10 mg/kg de eugenol, trans-cariofileno ou 
mirceno (pool de 2 animais) foram medidos de acordo com Safieh-Garabedian et al. 
(1995). Para tal, os animais foram eutanasiados e o nervo ciático foi coletado e 
homogeneizado em solução Tampão Fosfato Salina (PBS) contendo 0.4M de NaCl, 
0.05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina sérica (BSA), 0.1mM d fenil-metil-
sulfonil fluoride, 0.1 mM de benzetônio cloride, 10 mM de EDTA e 0,001% aprotinina, 
em uma proporção de 37,6 mg de PBS para 100 ml de EDTA com salina 
tamponada. Logo em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 RPM por 15 
minutos a 4°C. Os níveis dos mediadores inflamatórios foram mensurados através 
dos kits de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), seguindo as 
recomendações do fabricante (R&D Systems™ - Minneapolis, EUA). A dosagem de 
proteína total do tecido coletado foi realizada pelo método de ácido bicinconínico 
através do kit Micro BCA™ Protein. A absorbância foi medida usando um leitor de 
microplacas a 470 e 570 nm e os resultados foram expressos em pg/mg de proteína. 
 
4.6.2. Analise estatística 
Testes paramétricos e não paramétricos foram utilizados levando-se em 
consideração a natureza das variáveis estudadas. Os dados obtidos nos testes de 
hipernocicepção térmica e mecânica foram analisados por meio da análise de 
variância (ANOVA) de medidas repetidas, seguida do post hoc de Newman-Keuls. 
Os resultados obtidos no teste de mecanismo de ação do trans-cariofileno foram 
analisados por meio de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney. Os resultados das 
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dosagens de mediadores pró-inflamatórios foram analisados por ANOVA de uma via 
seguida do post hoc de Tukey. Os valores foram apresentados como média ± erro 
padrão (EPM) e o nível de significância considerado foi p < 0,05. 
 
4.6.3. Resultados 
Os resultados do presente estudo mostram que, em todos os testes 
realizados, o grupo controle ICC apresentou aumento significativo da sensibilidade 
dolorosa quando comparados os testes basais e os realizados no 7° e 14° dias pós-
cirurgia (p < 0,001), indicando a viabilidade do modelo de dor neuropática utilizado. 
O grupo sham operado não apresentou sinal de dor em nenhum dos testes 
realizados, sendo que a medida basal e as medidas nociceptivas realizadas pós-
cirurgia foram semelhantes, sugerindo que a exposição do nervo ciático por si só 
não causa dor. Os animais tratados com pregabalina na dose de 20 mg/kg (controle 
positivo) apresentaram antihipernocicepção em todos os experimentos 
comportamentais realizados (maior permanência na placa aquecida e maior 
resistência ao estimulo mecânico) em comparação com o grupo controle ICC (p < 
0,0001). 
 
4.6.3.1. Hipernocicepção mecânica  
Os resultados apresentados na Figura 30 mostram que o tratamento com o 
OEOg, nas doses de 20 e 40mg/kg, inibiu significativamente a hipernocicepção 
mecânica induzida pela ICC no teste do von Frey eletrônico em comparação com o 
grupo controle ICC (F(5, 24) = 6,59, p < 0,001) no 7° e 14° após a cirurgia. É 
interessante observar que os camundongos tratados com as doses de 20 e 40mg/kg 
por 14 dias apresentaram uma maior resistência a pressão na pata que os animais 
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tratados com as mesmas doses por 7 dias, indicando que quanto maior o tempo de 
tratamento, maior o efeito. A dose de 10mg/kg não promoveu antinocicepção, sendo 
diferente estatisticamente do grupo sham-operado e pregabalina (p > 0,05). 
 
Figura 30: Efeito do tratamento com o OEOg sobre a hipernocicepção mecânica em 
camundongos submetidos ao teste do von Frey eletrônico. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos 
tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham operado nos respectivos tempos e (°) 
diferença intragrupo entre 7 e 14 dias de tratamento (ANOVA de medidas repetidas seguida 
do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
Como mostra a Figura 31, as doses 1, 5 e 10 mg/kg de eugenol foram 
efetivas em promover aumento da resistência ao estímulo mecânico, apresentando 
diferença estatística com relação ao grupo controle ICC de forma dose-dependente 
(F(5, 24) = 2,21, p < 0,05). A dose de 1 mg/kg também diferiu estatisticamente do 
grupo sham-operado e pregabalina. Os tratamentos com trans-cariofileno (Figura 
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32) e mirceno (Figura 33) nas doses de 5 e 10 mg/kg também foram efetivos em 
aumentar a resistência à pressão na pata referente à lesão, sendo estatisticamente 
diferente do grupo controle ICC. A dose de 1mg/kg do trans-cariofileno e do mirceno 
não foi capaz de reduzir a hipernocicepção mecânica induzida pela ICC (F(5, 24) = 
3,85, p < 0,01 - trans-cariofileno; F(5, 24) = 2,06, p < 0,01 - mirceno). 
 
 
Figura 31: Efeito do tratamento com o eugenol sobre a hipernocicepção mecânica em 
camundongos submetidos ao teste do von Frey eletrônico. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos 
tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham operado nos respectivos tempos e (°) 
diferença intragrupo entre 7 e 14 dias de tratamento (ANOVA de medidas repetidas seguida 
do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Figura 32: Efeito do tratamento com o trans-cariofileno sobre a hipernocicepção mecânica 
em camundongos submetidos ao teste do von Frey eletrônico. Os valores estão expressos 
em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos 
tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham operado nos respectivos tempos e (°) 
diferença intragrupo entre 7 e 14 dias de tratamento (ANOVA de medidas repetidas seguida 
do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Figura 33: Efeito do tratamento com o mirceno sobre a hipernocicepção mecânica em 
camundongos submetidos ao teste do von Frey eletrônico. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos 
tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham operado nos respectivos tempos e (°) 
diferença intragrupo entre 7 e 14 dias de tratamento (ANOVA de medidas repetidas seguida 
do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
4.6.3.2. Hipernocicepção térmica 
A Figura 34 mostra que as doses de 20 e 40 mg/kg do óleo essencial de 
Ocimum gratissimum, quando administradas repetidas vezes, foram capazes de 
aumentar estatisticamente a permanência dos animais na placa aquecida, tanto no 
7° quanto no 14° dia após a operação quando comparados ao grupo controle nos 
respectivos tempos  (F(10,46) = 6,97, p < 0,001). A dose de 10mg/kg não promoveu 
antinocicepção. O tratamento com a dose de 40mg/kg foi o mais eficaz, uma vez 
que, além da diferença intergrupo, a análise intragrupo mostrou aumento 
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significativo da permanência dos camundongos na placa aquecida comparando a 
medida basal e o teste realizado no 14° dia pós-cirurgia (p < 0,01), o que indica uma 
atividade antihipernociceptiva relevante. 
 
Figura 34: Influência do OEOg nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg na latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente aquecida a 50°C em camundongos submetidos à ICC. Os 
valores estão expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo 
controle ICC nos respectivos tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham-operado 
nos respectivos tempos e (°) diferença intragrupo com a avaliação basal (ANOVA de 
medidas repetidas seguida do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
A Figura 35 mostra que os tratamentos realizados com o eugenol nas doses 
de 5 e 10mg/kg foram efetivos em reduzir a dor causada pela cirurgia e 
potencializada pelo estímulo térmico de forma dose-dependente, tanto no 7° quanto 
no 14° dia de teste em comparação com o grupo controle (F(10,46) = 9,21, p < 0,001).  
Os animais tratados com a dose de 1mg/kg não apresentaram analgesia. 
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Figura 35: Influência do eugenol nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg na latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente aquecida a 50°C em camundongos submetidos à ICC. Os 
valores estão expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo 
controle ICC nos respectivos tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham-operado 
nos respectivos tempos e (°) diferença intragrupo com a avaliação basal (ANOVA de 
medidas repetidas seguida do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
Os resultados expressos na Figura 36 mostram que o tratamento com o 
trans-cariofileno nas doses de 5 e 10mg/kg foram efetivos em manter os 
camundongos por mais tempo na placa aquecida quando comparados aos animais 
controle (F(10,46) = 6,94, p < 0,001). O tratamento com mirceno (Figura 37), nas 
doses de 5 e 10mg/kg, também foi efetivo em reduzir a dor causada pela ICC no 
teste da placa quente, no 7° e 14° dia de teste em comparação com o grupo controle 
ICC no tempo correspondente (F(10,46) = 3,81, p < 0,001). O tratamento com a dose 
de 1mg/kg de ambos os compostos não promoveu antihipernocicepção. 
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Figura 36: Influência do trans-cariofileno nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg na latência ao 
estímulo térmico no teste da placa quente aquecida a 50°C em camundongos submetidos à 
ICC. Os valores estão expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do 
grupo controle ICC nos respectivos tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham-
operado nos respectivos tempos e (°) diferença intragrupo com a avaliação basal (ANOVA 
de medidas repetidas seguida do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Figura 37: Influência do mirceno nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg na latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente aquecida a 50°C em camundongos submetidos à ICC. Os 
valores estão expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo 
controle ICC nos respectivos tempos, (#) estatisticamente diferente do grupo sham-operado 
nos respectivos tempos e (°) diferença intragrupo com a avaliação basal (ANOVA de 
medidas repetidas seguida do Teste de Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
4.6.3.3. Envolvimento do sistema canabinóide e opióide na 
antihipernocicepção promovida pelo trans-cariofileno 
A Figura 38 mostra que tanto a administração com JWH-015 (1 mg/kg, ip) 
quanto com o trans-cariofileno (10 mg/kg) promoveram antihipernocicepção nos 
animais submetidos à ICC quando comparados aos animais que receberam veículo. 
Os animais tratados com o trans-cariofileno permaneceram por mais tempo na placa 
aquecida que os tratados com JWH-015 (p = 0,0004). Foi demonstrado também que 
a administração do antagonista AM630 (1mg/kg, ip - canabinóide) inibiu 
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completamente o efeito antihipernociceptivo apresentado pelo respectivo agonista 
(JWH-015), como esperado. Os antagonistas específicos naloxona (opióide) ou 
AM630 também inibiram o efeito antihipernociceptivo do trans-cariofileno (10mg/kg), 
indicando o envolvimento da droga testada com o sistema opióide e canabinóide 
(F(5,24) = 68,25, p < 0,001). 
 
 
Figura 38: Efeito da administração de diferentes antagonistas na atividade 
antihipernociceptiva do trans-cariofileno no teste da placa quente. Animais foram pre-
tratados com naloxona (1mg/kg, ip) ou AM630 (1mg/kg, ip) 30 min antes da administração 
oral do trans-cariofileno (10 mg/kg, p.o.). Os valores estão expressos em média ± erro 
padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle; (#) estatisticamente diferente dos 
respectivos agonistas seletivos; (°) estatisticamente diferente do grupo JWH-015 (Kruskall-
Wallis seguido de Mann-whitney, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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4.6.3.4. Comparação do efeito do eugenol com outro antagonista 
vanilóide TRPV1 
Como apresenta a Figura 39, o tratamento com o eugenol na dose de 10 
mg/kg por 14 dias consecutivos promoveu efeito semelhante ao apresentado pelo 
tratamento com SB366791, agonista seletivo de receptores TRPV1, pelo mesmo 
período de tratamento. Os animais que receberam eugenol e os que receberam 
SB366791 permaneceram mais tempo na placa aquecida, tanto no 7° quanto no 14° 
dias de tratamento, em comparação com os camundongos do grupo controle (p < 
0,001). 
 
Figura 39: Comparação do efeito antihipernociceptivo do eugenol e de outro antagonista de 
receptores TRPV1. Animais operados foram tratados com SB366791 (1mg/kg, i.p.) ou 
eugenol (10 mg/kg, vo) por 14 dias consecutivos e submetidos ao teste de placa quente. Os 
valores estão expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo 
controle nos respectivos tempos (ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de 
Newman-Keuls, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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4.6.3.5. Dosagem de mediadores inflamatórios (TNFα, IL-1β e PGE2) 
O tratamento com o óleo essencial da planta, com o eugenol ou com o trans-
cariofileno foi efetivo em reduzir os níveis de IL-1β, de forma significativa, no local da 
lesão (nervo ciático) de animais submetidos à cirurgia de injúria por constrição 
crônica. Os animais que receberam o OEOg nas doses de 20 e 40 mg/kg 
apresentaram os níveis de IL-1β reduzidos em comparação ao grupo controle 
(Figura 40 -  F(3, 15) = 5,08, p < 0,05).  
 
 
Figura 40: Níveis de IL-1β no nervo ciático de animais submetidos à cirurgia de contrição 
crônica do nervo ciático e tratados com veículo ou óleo essência de Ocimum gratissimum L. 
Os valores estão expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo 
controle nos respectivos tempos (ANOVA seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 
5/grupo). 
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As três doses de eugenol empregadas no tratamento dos animais (1, 5 e 10 
mg/kg) foram efetivas em diminuir a IL-1β dos animais de forma dose-dependente 
(Figura 41 - F(3,15) = 10,77, p < 0,05). Porém, somente a dose de 10 mg/kg de trans-
cariofileno diminui essa mesma citocina no local da lesão dos animais em 
comparação com os animais que receberam veículo (Figura 42 - F(3, 15) = 4,20, p < 
0,05). O tratamento com mirceno não foi efetivo em reduzir os níveis de IL-1β em 
animais submetidos ao modelo de injuria por constrição crônica do nervo ciático 
(Figura 43 - F(3, 14) = 2,24, p > 0,05). 
 
 
Figura 41: Níveis de IL-1β no nervo ciático de animais submetidos à cirurgia de contrição 
crônica do nervo ciático e tratados com veículo ou eugenol. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos 
tempos (ANOVA seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Figura 42: Níveis de IL-1β no nervo ciático de animais submetidos à cirurgia de contrição 
crônica do nervo ciático e tratados com veículo ou trans-cariofileno. Os valores estão 
expressos em média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos 
respectivos tempos (ANOVA seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
 
 
Figura 43: Níveis de IL-1β no nervo ciático de animais submetidos à cirurgia de contrição 
crônica do nervo ciático e tratados com veículo ou mirceno. Os valores estão expressos em 
média ± erro padrão. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle nos respectivos 
tempos (ANOVA seguida do post hoc de Tukey, p < 0,05; n = 5/grupo). 
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Os níveis de TNFα e PGE2 no tecido lesionado ficaram abaixo do detectável 
pelo ensaio utilizado e por conta disso, os resultados não foram demonstrados no 
presente trabalho. 
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 5. DISCUSSÃO 
 
A dor crônica gerada após a lesão do sistema nervoso periférico é uma 
condição grave e acomete boa parte da população mundial. No entanto, os 
analgésicos clássicos, como antiinflamatórios não esteroidais ou opióides são 
parcialmente eficazes e apresentam seus efeitos secundários significativos 
(dependência, tolerância, efeitos gastrointestinais e abuso) e ineficácia no controle 
da dor neuropática (Dworkin et al., 2003), tornado o tratamento de neuropatias 
dolorosas ainda mais difícil.  
A utilização de produtos naturais, especialmente os derivados de plantas 
medicinais, tem sido feita desde os tempos antigos para o tratamento de uma 
variedade de patologias, inclusive as dolorosas, e têm desempenhado papel 
fundamental na área da saúde (Calixto, 2000; McCurdy e Scully, 2005). 
O presente estudo teve como objetivo principal investigar a atividade 
antihipernociceptiva do óleo essencial de Ocimum gratissimum L. (OEOg) e alguns 
de seus princípios isolados (eugenol, trans-cariofileno e mirceno) no modelo de dor 
neuropática induzida por constrição crônica do nervo ciático em camundongos  por 
meio dos testes de estimulação mecânica (Von Frey eletrônico) e térmica (placa 
quente). No entanto, inicialmente foram realizados testes complementares para 
avaliar os eventuais efeitos comportamentais e relaxante muscular (triagem 
farmacológica inicial e teste de coordenação motora), toxicidade subcrônica de 2 das 
drogas testadas (trans-cariofileno e mirceno) e a comprovação do efeito 
antinociceptivo das substâncias em testes de dor aguda (placa quente e formalina 
na pata). 
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5.1. Testes preliminares 
Com a finalidade de observar os sinais comportamentais, tais como 
piloereção, ptose palpebral, locomoção, tônus muscular, convulsões, ataxia e 
qualquer outro sinal relevante produzidos pela administração aguda do óleo 
essencial de Ocimum gratissimum L. (OEOg) e seus princípios ativos isolados 
(eugenol, trans-cariofileno e mirceno) foram administradas 3 doses crescentes 
distintas para cada droga testada por via oral (gavage). Na triagem farmacológica 
inicial, apenas qualitativa, poucas foram as alterações observadas nos animais que 
receberam tanto o óleo essencial da planta quanto os compostos isolados. Animais 
que receberam a maior dose de OEOg (300 mg/kg) apresentaram uma leve 
diminuição da atividade locomotora quando comparados com os animais 
pertencentes ao grupo controle, que recebeu óleo de milho. Esses resultados foram 
semelhantes aos encontrados por Orafidiya e colaboradores (2004) e Fandohan e 
colaboradores (2008), em que somente animais tratados com doses superiores a 
300 mg/kg de OEOg, por via oral, apresentaram efeito depressor. No entanto, 
animais que receberam mirceno nas doses de 40 mg/kg apresentaram efeito 
contrário, ou seja, leve aumento da atividade locomotora e comportamento de 
escalar, indicando possível efeito estimulante do SNC. Gurgel do Vale e 
colaboradores (2002) demonstraram que somente a administração de mirceno em 
doses superiores a 100 mg/kg potencializou o tempo de sono induzido por 
barbitúrico, sugerindo efeito depressor ou interferência na metabolização do 
barbitúrico por enzimas hepáticas do complexo citocromo P450 (CYP450). Ressalta-
se que os resultados obtidos na triagem farmacológica inicial representam uma 
impressão do provável efeito da droga, por ser um teste subjetivo, mas essencial 
para o direcionamento da pesquisa (Carlini, 1972).  
DISCUSSÃO 
83 
 
O teste utilizado para avaliar a coordenação motora dos animais (“rota rod”) é 
essencial, uma vez que drogas com potencial sedativo ou relaxante muscular podem 
interferir com os resultados dos testes para verificar nocicepção (Dunham e Miya, 
1957; TrivellatoGrassi et al., 2013). Nenhumas das drogas avaliadas no presente 
estudo alteraram a coordenação motora dos animais, indicando que os resultados 
dos testes para averiguar a dor dos animais possam estar relacionados com o efeito 
antinociceptivo real das substâncias testadas.  
 
5.2. Testes toxicológicos 
Ocimum gratissimum L. é uma planta muito utilizada na medicina popular, 
devido as suas propriedades terapêuticas já descritas na literatura (Fetrow e Avila, 
2000; Lorenzi e Matos, 2002; Obot e Aluyi, 2002; Lahlou et al., 2004; Tanko et al., 
2008; Oparaocha et al., 2010). Alguns trabalhos apresentam dados toxicológicos 
sobre esta planta e seu composto ativo majoritário (eugenol), demonstrando que 
mesmo doses altas promovem poucas alterações fisiológicas, hematológicas e 
histopatológicas, indicando baixa toxicidade (Sober et al., 1950; Soundran et al., 
1994; Fujisawa et al., 2002; Orafidiya et al., 2004; Fandohan et al., 2008). No 
entanto, poucos são os estudos toxicológicos realizados com os princípios ativos 
trans-cariofileno e mirceno, componentes presentes em menor quantidade no OEOg 
e estudados no presente trabalho.  Para avaliar a toxicidade subcrônica, animais 
receberam doses crescentes destes 2 compostos por 14 dias consecutivos e foram 
avaliados quanto às alterações comportamentais, peso corpóreo, enzimas hepáticas 
e macroscopia e histopatologia de órgãos alvos.  
O tratamento com mirceno não provocou morte dos animais, porém 
alterações hepáticas mais intensas foram demonstradas pela bioquímica e 
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histopatologia nos animais que receberam as doses de 250 e 500 mg/kg. O peso 
corpóreo dos animais não foi alterado, de maneira significativa, em comparação com 
o grupo controle. Estes dados foram semelhantes aos encontrados por Paumgarttem 
e colaboradores (1998), que mostraram que ratos que receberam 500 mg/kg de 
mirceno por 91 dias consecutivos também não apresentaram alterações no peso 
corporal.  
Assim como no estudo de Paumgarttem e colaboradores (1998), no presente 
estudo, os animais que receberam doses elevadas de mirceno apresentaram 
aumento no peso relativo do fígado. Estes mesmos animais apresentaram as 
enzimas hepáticas AST e ALT aumentadas. Os demais órgãos não foram afetados, 
com exceção da presença de adenoma tubular em um animal tratado com a dose de 
125 mg/kg. Essa neoplasia não foi atribuída ao possível efeito da droga, haja vista a 
baixa incidência (somente um caso no total da amostra), bem como o respaldo da 
literatura que afirma a presença espontânea, ainda que rara, de adenomas renais 
em ratos e camundongos (Lanzoni et al., 2007). 
A elevação da concentração de algumas enzimas aminotrasferases séricas, 
tais como ALT e AST, permitem verificar a presença de alterações da 
permeabilidade dos hepatócitos, uma vez que estas enzimas são importantes 
indicadores de lesões nas células hepáticas (Motta, 2003). A amplitude do aumento 
da concentração de uma determinada enzima, em particular, geralmente, está 
correlacionada ao número de células hepáticas danificadas (Moncorvo et al., 1998). 
A hepatomegalia (aumento do fígado) acompanhada das alterações nos 
níveis de AST e ALT pode estar relacionada a lesões hepáticas induzidas pelo 
tratamento com doses elevadas de determinadas substâncias (Ettinger e Feldman, 
1977; Ettinger e Feldman, 1997; Tennant, 1997; Choi et al., 2006). Uma vez que o 
DISCUSSÃO 
85 
 
fígado é o órgão mais afetado por xenobióticos devido à sua intensa participação 
nas reações de biotransformação (Matos e Martins, 2005), algumas drogas, quando 
administradas em grande quantidade (doses altas) ou com potencial tóxico, podem 
promover lesões, desencadeando uma resposta inflamatória e causando o aumento 
do órgão (edema) (Porfírio et al., 1999). Uma vez que já foi comprovado que o 
mirceno pode induzir monooxigenases hepáticas, o aumento do peso relativo do 
fígado também pode ser resultado da hipertrofia acentuada do retículo 
endoplasmático liso devido a um aumento na síntese de enzimas microssomais nos 
animais tratados (Miyai, 1979; Oliveira et al., 1997).  
As enzimas AST e ALT são encontradas em grande quantidade no citoplasma 
do fígado e, quando o tecido hepático é danificado, são liberadas no sangue (Rauen 
e Schriewer, 1971; Baumann e Berauer, 1985; Renner e Dällenbach, 1992). Os 
achados histológicos encontrados para o tratamento com mirceno corroboram com o 
aumento de AST e ALT, os quais confirmam o dano hepático detectado 
morfologicamente. É importante ressaltar que somente as doses de 250 e 500 mg/kg  
de mirceno induziram essas alterações mais graves nos animais e estas doses são 
pelo menos 10 vezes maiores que as doses utilizadas nos testes antinociceptivos 
para avaliar efeito terapêutico. As doses mais baixas apresentaram poucos indícios 
de toxicidade, mas outros ensaios toxicológicos ainda devem ser realizados para 
garantir a segurança do tratamento. 
Os resultados também demonstraram que não ocorreu óbito e poucos sinais 
de toxicidade foram apresentados pelos animais tratados por 14 dias com o trans-
cariofileno. Estes dados corroboram com os de Molina-Jasso e colaboradores 
(2009), que demonstraram que a administração aguda de trans-cariofileno em doses 
de até 5000 mg/kg não promoveu nenhum sinal de toxicidade, como perda de peso 
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corpóreo, e nenhuma morte nos camundongos. No entanto, o aumento significativo 
de AST e do peso relativo do fígado encontrado no grupo tratado com a maior dose 
de trans-cariofileno (1000 mg/kg) não encontra respaldo morfológico, por conta dos 
sinais discretos de injúria encontrados no parênquima hepático. 
 
5.3. Testes para avaliar o potencial antinociceptivo (dor aguda) 
Para avaliar o efeito antinociceptivo produzido pela administração aguda do 
OEOg e seus princípios ativos isolados (eugenol, trans-cariofileno e mirceno), foram 
administradas 3 doses distintas para cada droga testada.  
No teste da placa quente, os animais que receberam as doses de 20 e 
40mg/kg do OEOg foram capazes de permanecer mais tempo na placa quente 
quando comparados com o grupo controle. No teste de nocicepção induzida por 
formalina, a dose de 40mg/kg do óleo essencial da planta também foi efetiva em 
reduzir a dor nos camundongos em ambas as fases. Estudos realizados 
recentemente demonstraram que tanto o óleo essencial quanto o extrato aquoso 
obtidos das folhas de Ocimum sp, inclusive Ocimum gratissimum, apresentaram 
propriedades antinociceptivas  e antiinflamatórias em vários modelos experimentais 
(Khanna e Bhatia, 2003; Rabelo et al., 2003; Okiemy-Anissa, 2004; Lino et al., 2005; 
Franca et al., 2008; Venâncio et al., 2011), como por exemplo, nocicepção induzida 
por formalina ou carragenina, contorções abdominais induzidas por ácido acético e o 
modelo da placa quente. Acredita-se que essa atividade ocorra devido uma grande 
concentração de princípios ativos com potencial analgésico, principalmente eugenol 
(mais de 50% no quimiotipo estudado) e 1,8-cineol (Guenette et al., 2007; Liapi et 
al., 2007; Park et al., 2011), ou até mesmo o sinergismo entre essas substâncias e 
outras encontradas em menor quantidade, como o trans-cariofileno e o mirceno. 
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Todas essas substâncias apresentam mecanismos de ação distintos, mas todos 
com igual importância para gerar antinocicepção.  
Poucos são os estudos mostrando atividade antinociceptiva dos princípios 
ativos utilizados neste trabalho, porém muitos são os indícios de que eles possuam 
essa atividade. No presente estudo, camundongos tratados com eugenol, trans-
cariofileno e mirceno nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg foram submetidos aos mesmos 
testes citados anteriormente. Os animais tratados com as doses de 5 e 10 mg/kg 
destas substâncias apresentaram um aumento significativo na latência para lamber 
as patas ou saltar da placa aquecida, bem como nos comportamentos relacionados 
à dor em ambas as fases do teste de formalina, em comparação com o grupo 
controle de maneira dose dependente, em que a menor dose não foi efetiva.  
Segundo alguns autores, o eugenol, princípio ativo encontrado também em 
muitas outras plantas de outros gêneros como, por exemplo, Eugenia caryophyllata, 
Camellia sinensis e Piper divaricatum (Chaieb et al., 2007; da Silva et al., 2012; Nam 
et al., 2012), apresenta atividade antinociceptiva, anti-inflamatória, anestésica, 
anticonvulsivante e relaxante muscular em ratos e camundongos  (Sell e Carlini, 
1976; Dallmeier e Carlini, 1981; Zelger et al., 1983; Kurian et al., 2006; Park et al., 
2011). Outras características importantes a serem consideradas são que esse 
composto atua como antagonista de receptores vanilóides do tipo 1 (TRPV1) e inibe 
canais de sódio dependentes de voltagem (Park et al., 2009), além de inibir a 
agregação plaquetária (Chen et al., 1996), a enzima ciclooxigenase-2 e a via que 
ativa a transcrição do fator nuclear kappa-B (NF-κB) (Kim et al., 2003; Magalhães et 
al., 2010), mecanismos esses importantes nos processos de modulação dolorosa.  
O trans-cariofileno, agonista de receptores CB2 (Gertsch et al., 2008), é um 
sesquiterpeno presente na composição fitoquímica de muitas plantas com potencial 
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antinociceptivo, sendo inclusive muito encontrado no óleo essencial de Cannabis 
sativa (Malingre et al., 1975) e Cordia verbenaceae (Medeiros et al., 2007). Já é bem 
estabelecido que substâncias que atuam no sistema endocanabinóide, tanto em 
receptores do tipo CB1 (Costa et al., 2005; Wilson-Poe et al., 2012) quanto do tipo 
CB2 (Jhaveri et al., 2008; Deng el al., 2012; Landry et al., 2012), apresentam potente 
efeito antinociceptivo e, por conta disso, são utilizadas como estratégia terapêutica 
no tratamento dos processos dolorosos e inflamatórios (Dyson et al., 2005; Abrams 
et al., 2007; Wilsey et al., 2008; Beltramo, 2009).  
Estudos realizados recentemente demonstraram que o efeito antinociceptivo 
agudo do trans-cariofileno pode se dar pela interação com a via glutamatérgica, com 
o sistema opióide e com a via L-arginina/óxido nítrico (Canuto, 2005; Cedonio, 2008, 
Katsuyama et al., 2012). Outros possíveis mecanismos de ação dessa droga, além 
da modulação dolorosa pela via canabinóide, são: inibição da via que ativa a 
transcrição do NF-κB, redução na expressão de cicloxigenase-2 (COX2), redução da 
liberação de TNFα e prostaglandina E2 (PGE2) (Fernandes et al., 2007; Medeiros et 
al., 2007). 
O mirceno, um monoterpeno isolado a partir do óleo essencial de várias 
plantas medicinais (Comelli et al., 2008; Behr e Johnen, 2009), porém, encontrado 
numa quantidade mínima no OEOg, ainda não possui mecanismo de ação 
elucidado, mas apresentou inibição significativa das contorções abdominais 
induzidas por ácido acético e aumentou a permanência de camundongos na placa 
quente (Rao et al., 1990). Esse estudo também demonstrou que o efeito 
antinociceptivo do mirceno foi revertido com a administração de naloxona 
(antagonista opióide), corroborando com os resultados do presente estudo. Segundo 
alguns autores, o chá de Cymbopogon citratus, planta rica em mirceno e muito 
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utilizada na medicina popular brasileira como sedativo e antipirético, apresenta ação 
antinociceptiva potencial em roedores (Lorenzetti et al., 1991; Silva et al., 1991). 
Outras plantas ricas em mirceno e com atividade antinociceptiva pronunciada são 
Teucrium stocksianum, Rosmarinus officinalis e Eremanthus erythropappus (Shah et 
al., 2012; Sousa et al., 2008; Martinez et al., 2009). 
Os dados apresentados no experimento realizado para verificar o possível 
envolvimento do sistema opióde mostram que o efeito antinociceptivo de todos os 
fármacos testados (OEOg, eugenol, trans-cariofileno e mirceno) foram bloqueados 
pelo pré-tratamento com a naloxona, um antagonista não seletivo dos receptores 
opióides. Os receptores opióides (к, μ e δ) estão localizados em muitas regiões do 
sistema nervoso central e são importantes na modulação do impulso doloroso 
(Millan, 2002). Essa modulação, de um modo geral, é feita por opióides endógenos 
(agonistas fisiológicos), como as endorfinas e as encefalinas (Fürst, 1999). Do 
mesmo modo, substâncias exógenas capazes de ativar esses receptores, como é o 
caso da morfina e da codeína, apresentam grande importância farmacológica e 
terapêutica (Argoff, 2011).  
Acredita-se que efeito sinérgico entre estes princípios ativos e outros 
encontrados em menor proporção no óleo essencial de Ocimum gratissimum sejam 
os responsáveis pelo efeito antinociceptivo da planta. 
 
5.4. Testes para avaliar o potencial antihipernociceptivo (dor 
neuropática) 
Muitos modelos animais estão sendo usados para explorar os mecanismos e 
encontrar novos tratamentos para a dor neuropática. Dentre esses modelos, o de 
ICC é um dos mais utilizados na literatura, uma vez que produz grande degeneração 
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nervosa acompanhada de inflamação (Clatworthy et al., 1995). O modelo consiste 
de uma mononeuropatia periférica produzida em roedores adultos por ligaduras 
constritivas frouxas ao redor do nervo ciático de ratos (Bennett e Xie, 1988) ou 
camundongos (Sommer e Schäfers, 1998, Martucci et al., 2008). As alterações 
patológicas decorrentes da injúria nervosa resultam em descargas rápidas e 
intensas nas fibras nervosas periféricas lesadas, as quais mantêm os impulsos 
nervosos aferentes para o SNC. A entrada destes impulsos ectópicos na medula 
espinhal sensibiliza os neurônios do corno dorsal da medula (Sorkin et al., 2002; 
Bennet et al., 2003). Esta constrição do nervo ciático pode gerar edema intraneural, 
isquemia local e degeneração axonal (Gautron et al., 1990; Bennett et al., 1993; 
Attal, 2000), levando ao desenvolvimento da neuropatia. É interessante ressaltar que 
a lesão nervosa periférica geralmente provoca dor neuropática em humanos, a qual 
se manifesta por hiperalgesia, alodínia e dor espontânea (Jensen et al., 2001; Chong 
e Bajwa, 2003). De maneira semelhante, a ICC causa, em animais, esses 3 
fenômenos (Bennett e Xie, 1988). No presente estudo, o modelo foi reproduzido com 
sucesso, uma vez que reduziu significativamente o limiar nociceptivo dos animais 
nos testes de estimulação tátil (von Frey) e térmica (placa quente). 
Nos testes realizados para avaliar a dor neuropática induzida por lesão 
constritiva crônica do nervo ciático, tanto os camundongos tratados com o óleo 
essencial da planta, quanto os tratados com os princípios ativos isolados 
apresentaram diminuição da hipernocicepção. No teste da placa quente, as doses 
de 20 e 40mg/kg do OEOg foram efetivas em reduzir a hipernocicepção térmica de 
forma dose dependente nos 2 momentos de teste (7 e 14 dias após a 
administração). O mesmo foi observado em animais que receberam eugenol, trans-
cariofileno ou mirceno nas doses de 5 e 10mg/kg.  No teste de estimulação tátil com 
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o von Frey eletrônico, camundongos tratados com a maior dose do óleo da planta 
(40mg/kg) apresentaram uma redução no limiar de retirada de pata bem 
pronunciada, com diferença significativa intragrupo entre a avaliação realizada no 7° 
e 14° dia. Todos as doses de eugenol e as doses de 5 e 10 mg/kg de trans-
cariofileno e mirceno foram efetivas em reduzir a hipernocicepção mecânica no teste 
do von Frey de maneira dose-tempo-dependente.  
Estudos realizados demonstraram que o extrato metanólico das folhas de 
Ocimum sanctum (doses de 100 e 200mg/kg, vo), uma planta do mesmo gênero da 
utilizada nesse estudo, foi capaz de amenizar a hipernocicepção térmica e mecânica 
e a alodinia induzida pela transecção do nervo ciático em ratos (Muthuraman et al., 
2008). Trabalhos realizados recentemente mostraram que Ocimum sactum e 
Ocimum gratissimum possuem, em sua composição química, constituintes 
semelhantes, sendo eugenol o majoritário de ambas as espécies, com mais de 50% 
(Anandjiwala et al., 2006; Hakkim et al., 2007; Kumar et al., 2010). Além do eugenol, 
o trans-cariofileno e o mirceno também são encontrados nas duas plantas desse 
gênero (Padalia e Verma, 2011).  
O eugenol atua bloqueando receptores do tipo TRPV1, como já mencionado. 
O TRPV1 é um canal catiônico não seletivo excitatório (Caterina et al., 1997; Hayes 
et al., 2000; McIntyre et al., 2001), com alta permeabilidade ao Ca2+, presente nos 
neurônios sensoriais, ativado por calor nocivo (acima de 43°C), baixo pH, 
substâncias endógenas pró inflamatórias, produtos da lipoxigenase e também por 
uma variedade de compostos derivados de plantas, incluindo a capsaicina, um 
componente das pimentas vermelhas (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; 
Szallasi e Blumberg, 1999; Caterina e Julius, 2001; Tominaga et al., 2004; Tominaga 
e Caterina, 2004). Por contribuir com a sensibilidade ao calor, é essencial ao 
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desenvolvimento da hipersensibilidade térmica após lesão tecidual (Mckemy, 2011). 
Esses receptores são amplamente expressos em terminais nervosos periféricos e 
centrais de neurônios aferentes não mielinizados (fibras C) e também em muitas 
regiões cerebrais envolvidas com o processo doloroso (Garcia-Martinez et al., 2002; 
Palazzo et al., 2012; Fernandes et al., 2012).  
Uma vez sensibilizado, o receptor TRPV1 possibilita a entrada de íons, 
principalmente o íons cálcio (Marsh et al., 1987; Broad et al., 2009), e esse influxo 
gera um potencial de ação que é propagado através de fibras nervosas e pode ser 
traduzido como dor pelo sistema nervoso central (Holzer, 1991). Inúmeros trabalhos 
têm demonstrado que substâncias que atuam como antagonistas destes receptores 
atenuam a hipernocicepção e alodinia em modelos animais de dor neuropática 
(Caterina et al., 1997; Lázár et al., 2009; Wong e Gavva, 2009; Watabiki et al., 
2011). Os resultados obtidos no teste realizado comparando a ação 
antihipernociceptivada do eugenol com a do antagonista SB366791 mostrou que 
ambos apresentam ação semelhante, promovendo aumento do limiar de dor. A 
capsazepina, outro antagonista de receptores TRPV1, também promove diminuição 
da dor, tanto em modelos de dor aguda quanto de dor neuropática (Perkins e 
Campbell, 1992; Walker et al., 2003).  
O tratamento com doses crescentes de trans-cariofileno também foi efetivo 
em reduzir a dor dos animais submetidos à cirurgia de constrição crônica do nervo 
ciático, tanto no teste de estimulação mecânica quanto térmica, confirmando seu 
efeito antinociceptivo e demonstrando o efeito antihipernociceptivo. Como já 
discutido anteriormente, os canabinóides, como o trans-cariofileno (agonista CB2), 
apresentam grande potencial analgésico, atuando inclusive em casos de dores 
crônicas (Costa et al., 2007; Ware et al., 2010). Substâncias que atuam como 
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agonistas de receptores CB2 estão sendo amplamente estudadas graças aos 
resultados encontrados com relação ao seu potente efeito contra dores neuropáticas 
e seus escassos efeitos deletérios em comparação com drogas que atuam em CB1 
(Guindon e Hohmann, 2008; Xu et al., 2010). Os receptores CB2 foram inicialmente 
descritos em células do sistema imunológico (Galiegue et al., 1995; Klein, 2005), 
porém já se sabe que receptores são expressos em algumas áreas do SNC. A 
medula espinhal só expressa estes receptores após injúria de neurônios periféricos, 
particularmente em neurônios dolorosos, mas não em condições normais (Zhang et 
al., 2003; Wotherspoon et al., 2005; Romero-Sandoval e Eisenach, 2007; Romero-
Sandoval et al., 2008; Garcia-Ovejero et al., 2009). Este aumento no número de 
sítios de ligação para agonistas específicos pode ser um alvo interessante para o 
desenvolvimento de novas drogas. 
Agonistas CB2 promovem efeitos analgésico e antiinflamatório e, em alguns 
casos, esses efeitos envolvem a ativação dos sistemas opióide e vanilóide 
(Yamamoto et al., 2008). O experimento realizado para traçar o envolvimento do 
sistema opióide e canabinóide mostrou que ambos os sistemas estão envolvidos na 
atividade antihipernociceptiva do trans-cariofileno. Tanto a naloxona quanto o 
AM630, antagonistas dos sistemas opióide e canabinóide, respectivamente, foram 
capazes de reverter o quadro de antinocicepção induzido pelo tratamento subcrônico 
com 10mg/kg de trans-cariofileno. Estes dados corroboram com o estudo realizado 
por Katsuyama e colaboradores (2012), que demonstrou que o pré-tratamento com o 
antagonista CB2 (AM630) e os antagonistas opióide naloxona (não seletivo) e  β-
funaltrexamina (seletivo µ) reverteram o efeito antinociceptivo periférico do trans-
cariofileno. Ainda, o trans-cariofileno potencializou o efeito antinociceptivo da 
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morfina, um potente agonista opióide, reforçando a hipótese da participação dos 2 
sistemas. 
As vias opióide e canabinóide participam de forma ativa no controle da dor 
(Giordano, 2005). Os receptores do tipo CB2 são muito encontrados na periferia e 
em menor proporção, no sistema nervoso, quando comparados aos receptores do 
tipo CB1 (Atwood e Mackie, 2010). Estudos indicam que a atuação de receptores 
CB2 na promoção da antinocicepção pode se dar por ativação direta ou indireta das 
vias finais de modulação dolorosa (Ibrahim et al., 2006; Hsieh et al., 2011). Alguns 
autores apoiam a hipótese de que agonistas seletivos de receptores CB2, como o 
trans-cariofileno, ativariam a liberação de precursores do peptídeo endógeno β-
endorfina pelos queratinócitos (células epidérmicas diferenciadas), o que levaria a 
ativação de receptores opióide em neurônios aferentes primários e, 
consequentemente, a um quadro de analgesia (Ibrahim et al., 2005; Rahn et al., 
2010). Outros autores acreditam em uma ativação direta de receptores CB2 em 
neurônios periféricos (Anand et al., 2008) ou até mesmo encontrados em regiões 
cerebrais que participam dos processos de modulação da dor, como tálamo, 
cerebelo e tronco encefálico (Jhaveri et al., 2008; Yamamoto et al., 2008; Brownjohn 
e Ashton, 2012). Com base em evidências descritas na literatura, acredita-se que 
ambas as vias, direta e indireta (Figura 44), devam ocorrer, o que torna ainda mais 
promissor o estudo de novas drogas canabinóides específicas para receptores CB2.  
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Figura 44: Possível mecanismo de ação antinociceptivo do trans-cariofileno, que pode atuar 
diretamente em receptores CB2 localizados no SNC e SNP, promovendo modulação dos 
sinais dolorosos de forma direta ou atuar em receptores CB2 localizados nos queratinócitos 
(células do tecido epitelial), promovendo sua ativação e, consequentemente, a liberação de 
opióides endógenos, que atuaram em receptores opióides causando antinocicepção de 
maneira indireta. 
 
Outro possível mecanismo de ação do trans-cariofileno é a interação com 
receptores α adrenérgicos. Celedônio (2008) demonstrou, em sua tese de Mestrado, 
que o efeito antinociceptivo da administração oral do trans-cariofileno foi revertido 
pela administração intraperitoneal de prazosina (antagonista seletivo α1) em 
camundongos.  
Não existem relatos na literatura sobre o possível mecanismo de ação 
atribuído ao efeito antihipernociceptivo do mirceno. No entanto, Rao e colaboradores 
(1990) descreveram, em testes de dor aguda, que a administração (subcutânea e 
intraperitoneal) de mirceno na dose de 10 mg/kg promoveu antinocicepção em 
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camundongos. Este efeito foi revertido pelo pré-tratamento com naloxona (dado que 
corrobora com o encontrado no presente estudo) e ioimbina (antagonista 
adrenérgico α2), sugerindo a participação dos sistemas noradrenérgico e 
opioidérgico. Os resultados sugerem que o efeito antinociceptivo do mirceno seja 
mediado pela liberação de opióides endógenos induzida pela ativa de receptores α2 
adrenérgico.  
De acordo com a literatura, o sistema proposto como inibitório descendente 
da dor consiste em áreas do SNC interligadas com fibras que partem de sistemas 
corticais e diencefálicos em direção à substância cinzenta periaquedutal e 
periventricular. Destas áreas, partem fibras que seguem para áreas do bulbo 
rostroventral, os quais, por sua vez, enviam fibras serotoninérgicas e 
noradrenérgicas para o corno dorsal da medula e o bulbo, inibindo os neurônios 
nociceptivos, interneurônios e os tratos ascendentes que se projetam rostralmente 
(Mason, 2005ab; D’Mello e Dickenson, 2008). Portanto, é de se esperar que o 
aumento da neurotransmissão noradrenérgica, serotoninérgica e opioidérgica seja 
eficaz no controle da dor. Do mesmo modo, drogas que atuam como agonistas 
destes sistemas são consideradas antinociceptivas. 
Muitos estudos demonstram que a reversão da hipersensibilidade dolorosa 
pode estar associada com a redução local ou plasmática de mediadores 
inflamatórios (Amim et al., 2012; Chen et al., 2012; Wang et al., 2012). No presente 
estudo, os níveis de TNFα e PGE2 ficaram abaixo dos níveis detectáveis pelo kit 
utilizado, mesmo no grupo controle operado. De acordo com a bula do kit de ELISA 
(R & D System™), os níveis desses mediadores pro-inflamatórios são menores em 
tecidos quando comparados aos níveis plasmáticos. Portanto, novos ensaios devem 
ser feitos para verificar esses mediadores inflamatórios circulantes. Com relação à 
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dosagem de IL-1β, todos os tratamentos empregados foram efetivos em reduzir os 
níveis dessa citocina no nervo ciático lesionado dos animais. A IL-1β é uma citocina 
pertencente à família de proteínas denominadas interleucinas e expressa, na maioria 
das vezes, em resposta a agentes inflamatórios, infecções microbianas ou 
endotoxinas (Lopez-Castejon e Brough, 2011). Trabalhos têm demonstrado uma 
produção inadequada de IL-1β em uma gama de patologias, incluindo as 
neuropatias dolorosas, como as lesões nervosas periféricas (del Rey et al., 2011; 
Kiguchi et al., 2011). Em contrapartida, outros trabalhos demonstram que algumas 
drogas capazes de diminuir a hipersensibilidade dolorosa em animais submetidos a 
modelos de dor neuropática evita essa produção inadequada (Silva et al., 2011; 
Amim et al., 2012). Uma vez que a elevação dessa citocina é importante para a 
geração e manutenção da dor neuropática e inflamatória, substâncias capazes de 
reverter esse aumento devem ser investigadas com maior atenção para o 
desenvolvimento de novos fármacos. 
Sabe-se que muitas substâncias apresentam efeito antinociceptivo nas dores 
agudas, mas poucas apresentam o mesmo efeito em dores neuropáticas. O óleo 
essencial de Ocimum gratissimum L. e os princípios ativos estudados apresentaram 
atividade antinociceptiva tanto na dor aguda quanto na dor neuropática 
experimental, tornando-os possíveis substâncias com potencial terapêutico nas 
dores agudas e crônicas. 
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6. CONCLUSÕES 
 
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir: 
 
 O óleo essencial de Ocimum gratissimum L. e seus princípios ativos isolados 
foram bem tolerados quando administrados por via oral e apresentaram baixa 
toxicidade, via utilizada pelo homem. Também não promoveram alterações no 
teste de coordenação motora (“rota-rod”).  
 A administração de doses elevadas de trans-cariofileno por 14 dias consecutivos 
não promoveu sinais de toxicidade, como alterações comportamentais, perda de 
peso corpóreo, alterações bioquímicas e histopatológicas. Já o mirceno, quando 
administrado nas mesmas condições, induziu aumento dos níveis séricos de 
AST e ALT e alterações morfológicas hepáticas. 
 Os resultados indicaram que tanto o óleo essencial de Ocimum gratissimum 
quanto seus princípios ativos isolados apresentaram atividade antinociceptiva 
nos testes de dor aguda (placa quente e formalina na pata), dados esses que 
corroboram aos encontrados na literatura.  
 Tanto o óleo essencial da planta quanto os princípios ativos (eugenol, trans-
cariofileno e mirceno) promoveram diminuição da hipernocicepção térmica (placa 
quente) e mecânica (Von Frey) no modelo de dor neuropática induzida por 
constrição crônica do nervo ciático. 
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 Foi confirmado o envolvimento do sistema opióide na redução da dor dos 
animais tratados com OEOg, eugenol, trans-cariofileno e mirceno, uma vez que 
a naloxona reverteu o efeito antinociceptivo e antihipernociceptivo produzido por 
todas estas substâncias no testa da placa quente. 
 Além do sistema opióide, o sistema canabinóide também parece estar envolvido 
no efeito antinociceptivo e antihipernociceptivo do trans-cariofileno, pois o 
antagonista CB2 (AM630) reverteu o aumento do limiar de dor promovido pela 
droga testada. 
 
Os resultados encontrados, em conjunto, indicaram que tanto o óleo essencial 
de Ocimum gratissimum L. quanto os princípios ativos estudados apresentaram 
baixa toxicidade quando administrados por via oral. Também demonstraram 
atividade antinociceptiva nos testes para avaliar dor aguda, bem como efeito 
antihipernociceptivo nos teste de dor neuropática. A presença de atividade biológica 
da planta corrobora com seu uso popular, o que incentiva a realização de outros 
estudos, principalmente no que diz respeito aos seus constituintes e seus 
respectivos mecanismos de ação. 
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